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POVZETEK 
Naravne celice ubijalke (NK) so efektorske celice prirojenega imunskega sistema. Njihova 
ključna naloga je prepoznavanje in uničevanje rakavo spremenjenih ter z virusi in 
glivicami okuženih celic. Poleg tega so zgodnji vir provnetnih citokinov, zlasti interferona 
γ (IFN-γ) in kemokinov, ki aktivirajo in privabljajo tudi druge celice imunskega sistema. V 
periferni krvi sta prisotni dve večji subpopulaciji celic NK, in sicer izrazito citotoksične 
CD56dim, ki so v večini ter regulatorne CD56bright, ki jih je malo in so pomemben vir IFN-γ. 
Aktivnost celic NK (NKA) lahko določamo tako z merjenjem sproščanja IFN-γ in vitro kot 
s testom njihove neposredne citotoksičnosti zoper modelne tarčne celice. NKA je pri 
zdravih posameznikih skozi daljše časovno obdobje dokaj stabilna, prav tako pa se pri njih 
tudi razmerja med subpopulacijama celic NK ne spreminjajo bistveno. V literaturi 
večinoma poročajo o zmanjšanju vrednosti NKA z napredovanjem raka prostate, ob tem pa 
obstajajo tudi podatki o zmanjšanju deleža CD16-CD56bright celic NK v periferni krvi.  
V okviru magistrske naloge smo določali NKA v vzorcih mononuklearnih celic iz 
periferne krvi, odvzetih šestim izbranim bolnikom z rakom prostate v različnih časovnih 
obdobjih, in sicer pred, med in po kliničnem preskušanju protitumorske imunske celične 
terapije. Odstotke citotoksičnosti celic NK v omenjenih vzorcih smo določali v pogojih in 
vitro, na osnovi rezultatov testa za ugotavljanje obsega neposredne celične citotoksičnosti, 
ki temelji na količini sproščenega znotrajceličnega encima laktatne dehidrogenaze (LDH) 
iz uničenih tarčnih celic K562. Za izvajanje testov smo na podlagi predhodnih poskusov 
izbrali mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami v obliki črke V. Pri dveh bolnikih smo za 
primerjavo vzporedno izvedli tudi test citotoksičnosti s pretočno citometrijo, pri katerem 
smo tarčne celice K562 označevali s fluorescenčnima barviloma CFSE in 7-AAD. 
Rezultati naših poskusov so v večini primerov pokazali precejšnja nihanja NKA tekom 
klinične študije, glede na kontrolne vrednosti odstotka citotoksičnosti, določene v vzorcih, 
odvzetih pred začetkom eksperimentalne imunske celične terapije, kar je najverjetneje 
posledica omenjenega zdravljenja. Izbrani bolniki so bili predstavniki treh skupin, ki so jih 
izvajalci klinične študije oblikovali glede na njihovo odzivnost na preskušano terapijo, 
ovrednoteno z definiranimi kliničnimi parametri. Povezave med klinično oceno njihove 
odzivnosti in NKA z našim omejenim številom poskusov nismo uspeli dokazati, vendar pa 
so se pokazali določeni trendi, ki nakazujejo na to, da bi nam tak dokaz uspel, če bi imeli 
na razpolago dovolj velik vzorec preiskovancev.  
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Ključne besede: rak prostate, citotoksična aktivnost celic NK, imunska celična 
terapija, test citotoksičnosti LDH, pretočna citometrija.  
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ABSTRACT 
Natural killer cells (NK) are effector cells of innate immune system. Their key role is to 
recognise and destroy cancerous, virus infected and fungus infected cells in humans. They 
are also an early source of proinflammatory cytokines, especially interferon γ (IFN-γ) and 
chemokines that activate and attract other immune cells. There are two main 
subpopulations of NK cells in peripheral blood, distinctly cytotoxic subpopulation of 
CD56dim NK cells and mostly regulatory CD56bright NK cells that are an important source 
of early IFN-γ. NK cell activity (NKA) can be determined by in vitro measuring of 
released IFN-γ as well as with a direct cytotoxicity assay using model target cells. NKA in 
healthy individuals is relatively stable through longer periods of time and the ratio between 
NK subpopulations remains mostly unchanged. In clinical studies it is reported that in 
patients with prostate cancer, NKA decreases with advancing cancer stage. These studies 
are accompanied with reports of diminishing subpopulation of CD16-CD56bright in 
peripheral blood, which promotes a stronger immune response against cancer cells.  
In our work we measured cytotoxic NKA in samples of cells acquired from PBMC of six 
patients with prostate cancer in different time points during a clinical trial of an anticancer 
immune therapy. The percentages of cytotoxicity were measured in in vitro conditions on 
the basis of results from a direct cytotoxicity assay based on the amount of released 
intracellular enzyme lactate dehydrogenase (LDH) from killed target cells K562. We used 
a letter V shaped 96 well microtiter plates for performing the assay on the basis of 
preliminary testing. In two patients we also performed a cytotoxic assay using flow 
cytometry, where we dyed the target cells K562 with CFSE and 7-AAD dyes. Flow 
cytometry is a good alternative to LDH assay because we can determine the cytotoxicity on 
a single cell level with this technique. Our results mainly show large variations in NKA 
through the course of our clinical trial compared to our control values of samples taken 
before the first application of the trial substances, which is most likely a consequence of 
before mentioned therapy. Patients tested for NKA were representing three groups based 
on their responsiveness to antitumor therapy based on defined clinical parameters. We 
could not prove a correlation between NKA and clinical outcomes with our limited study 
subjects, but we observed trends which could in a large enough sample prove a correlation 
between the two. We would also need to design our clinical study for this purpose and take 
samples during a longer period of time, especially after the end of experimental treatment.  
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Key words: cytotoxic NK cell activity, prostate cancer, immune therapy, flow 
cytometry, LDH cytotoxic assay. 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
7-AAD 7-Aminoaktinomicin D 
ADCC Od vezave protiteles odvisna citotoksičnost (ang. antibody‐dependent 
cell‐mediated cytotoxicity) 
APC Antigene predstavljajoče celice (ang. antigen presenting cells) 
CD Označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
CFSE Karboksifluorescein sukcinimidilni ester (ang. carboxyfluorescein 
succinimidyl ester)  
DC Dendritične celice (ang. dendritic cells) 
DMSO Dimetilsulfoksid  
DNA Deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid) 
E Efektorske celice 
FBS Goveji fetalni serum (ang. fetal bovine serum) 
FSC Prednje sipanje svetlobe (ang. forward scatter) 
GM-CSF Granulocitne in makrofagne kolonije stimulirajoči dejavnik (ang. 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 
HLA Človeški levkocitni antigen (ang. human leukocyte antigen)  
iDC Nezrele dendritične celice (ang. immature dendritic cells) 
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IFN γ Interferon γ 
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ITIM Motiv tirozinskega inhibitornega imunoreceptorja (ang. 
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KIR Imunoglobulinom podobni receptorji naravnih celic ubijalk (ang. 
killer-cell immunoglobulin-like receptors) 
LAK Z limfokini aktivirane celice NK (ang. Lymphokine-activated killer 
cell) 
LDH Laktatna dehidrogenaza (ang. lactate dehydrogenase) 
mDC Zrele dendritične celice (ang. mature dendritic cells) 
mRNA Sporočilna ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic acid) 
NCR Receptorji naravne citotoksičnosti (ang. natural cytotoxicity receptors) 
nDC Nezrele dendritične celice 
NK  Naravne celice ubijalke (ang. natural killer cells) 
NKA Aktivnost celic NK 
NO Dušikov monoksid (ang. nitric oxide) 
XIII 
 
OD Optična gostota (ang. optical density) 
PBMC Mononuklearne celice periferne krvi (ang. peripheral blood 
mononuclear cells) 
PCT Pretočna citometrija 
PGE2 Prostaglandin E2 
SSC Stransko sipanje svetlobe (ang. side scatter)  
T Tarčne celice 
TGF β Transformirajoči rastni dejavnik β (ang. transforming growth factor β) 
Th T celica pomagalka (ang. T helper cell) 
TNF-α/β Tumorje nekrotizirajoči dejavnik α/β (ang. tumor necrosis factor α/β) 
UKC Univerzitetni klinični center 
UL FFA Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo 
ULBP 1 UL 16 vezoči protein 1 (ang. UL16 binding protein 1) 
VEGF Žilni endotelijski rastni dejavnik (ang. vascular endothelial growth 
factor) 
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1 Uvod 
1.1 Imunski sistem 
Imunski sistem vretenčarjev predstavljata prirojena in pridobljena imunost. Prvi se na 
prisotnost tujka v telesu odzove prirojeni del imunskega sistema, saj njegove efektorske 
celice na svojih površinah izražajo evolucijsko ohranjene receptorje za prepoznavo 
določenih strukturnih molekulskih vzorcev patogenih mikroorganizmov. Pridobljeni 
imunski sistem pa se na patogene odzove šele po nekaj dneh, saj se mora najprej razviti 
visoko specifičen antigenski odziv nanje. Oba dela imunskega sistema imata svoje 
efektorske celice, ki ščitijo naš organizem pred škodljivim delovanjem raznih 
mikroorganizmov ter pojavom rakavih celic. Za pridobljeno imunost pa je značilen tudi 
imunski spomin, ki omogoča hitrejši odziv efektorskih celic na ponovno prisotnost enakih 
antigenov (1). 
1.2 Naravne celice ubijalke (celice NK) 
Naravne celice ubijalke (celice NK) so efektorske celice prirojenega imunskega sistema. 
Spadajo med limfoidne imunske celice, ki se razvijejo iz skupnih limfoidnih predhodniških 
oziroma progenitornih celic. V prisotnosti določenih citokinov in celic pa se lahko 
razvijejo tudi iz mieloidnih predhodniških celic (2). Celice NK diferencirajo in efektorsko 
dozorijo v kostnem mozgu, od koder migrirajo v limfatična tkiva, periferne organe in krvni 
obtok. Pri zdravem posamezniku predstavljajo okoli 10 odstotkov vseh limfoidnih celic v 
periferni krvi. Njihova ključna naloga je prepoznavanje in uničevanje rakavih ter z virusi in 
glivicami okuženih celic (3). Njihov efektorski citotoksični mehanizem je sprožanje 
apoptoze okuženih oziroma rakavih celic. Poleg tega so zgodnji vir provnetnih citokinov 
(zlasti IFN-γ), ki aktivirajo in privabljajo tudi druge celice imunskega sistema. 
Prepoznamo jih po prisotnosti površinskih molekul CD16 in CD56 ter odsotnosti 
antigenskih receptorjev in njihovih ko-receptorjev, značilnih za limfocite B in T (4).  
1.2.1 Razvoj celic NK  
V procesu zorenja celic NK pride do preverjanja avtoreaktivnosti njihovih inhibitornih 
receptorjev na lastne molekule človeških levkocitnih antigenov (HLA) razreda I. Če NK 
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celica v procesu zorenja na površini nima dovolj inhibitornih receptorjev za lastne HLA 
molekule, postane funkcijsko neodzivna oziroma anergična (3). Anergija potencialno 
avtoreaktivnih NK celic je pomembna, saj prepreči avtoimunske reakcije proti lastnim 
celicam. V periferni krvi sta prisotni dve večji subpopulaciji celic NK, in sicer izrazito 
citotoksične CD56dim, ki so v večini ter regulatorne CD56bright, ki jih je malo in so 
pomemben vir IFN-γ. Predvidevajo, da se lahko pod posebnimi pogoji celice CD56dim 
razvijejo iz celic CD56bright, katerih večina se nahaja v sekundarnih limfatičnih organih in 
tkivih (3). 
1.2.2 Receptorji celic NK 
Celice NK izražajo številne površinske receptorje, ki modulirajo njihove odzive na 
dražljaje iz okolice. Odziv celic NK je odvisen od stanja v njihovem mikrookolju ter od 
površinskih lastnosti tarčnih celic in njihovih topnih produktov. Ob zmanjšanem obsegu 
izražanja molekul HLA, spremenjenih površinskih molekulah ali izražanju stresnih 
proteinov, celice NK take celice prepoznajo kot tujke ter s svojim citotoksičnim 
delovanjem sprožijo njihovo apoptozo. Ob tem proizvajajo in v okolico sproščajo različne 
topne mediatorje, s čimer sprožijo vnetne procese (3). Poglavitni receptorji na celicah NK 
so: CD94-NKG2, imunoglobulinom podobni receptorji celic ubijalk (KIR), receptorji 
naravne citotoksičnosti (NCR) ter T-celični imunoreceptorji z domenami Ig in ITIM 
(TIGIT). Receptorji CD94-NKG2 in KIR prepoznavajo molekule HLA razreda I in so 
lahko tako aktivirajoči kot inhibitorni, odvisno s katero znotrajcelično signalno domeno so 
povezani. Receptorji NCR (NKp30, NKp44 in NKp46) so aktivacijski in prepoznavajo 
različne vrste ligandov ter stopnjo glikozilacije molekul HLA razreda I (5). Receptor 
TIGIT deluje inhibitorno in prepoznava molekule CD155 in CD112, izražene na površini 
antigen predstavitvenih celic (APC) (6).  
1.3 Značilnosti podvrst celic NK  
Poglavitni podvrsti celic NK lahko določimo s pretočno citometrijo, ob uporabi 
specifičnih, fluorescenčno označenih protiteles proti molekulam CD56, ki so odgovorne za 
medcelično adhezijo (4). 
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1.3.1 CD16+CD56dim celice NK  
Od 85 do 95 odstotkov vseh celic NK v periferni krvi izraža nizko število površinskih 
molekul CD56, zato jih označujemo z oznako CD56dim. Še vedno ne vemo zagotovo, ali se 
razvijejo iz istega predhodnika kot celice CD56bright in ali lahko nastajajo iz slednjih. So 
izrazito citotoksične, saj vsebujejo veliko granul s perforini, grancimi in granulizinom, ki 
jih po aktivaciji sprostijo v imunsko sinapso, da uničijo tarčne celice. Izražajo večje število 
receptorjev KIR in človeške inhibitorne receptorje z imunoglobulinom podobnim prepisom 
2 (ILT-2; ang. human inhibitory receptor Ig-like transcript 2), katerih ligandi so molekule 
HLA-G, neklasične molekule HLA razreda I, ter manjše število receptorjev CD94-NKG2A 
(4). Izražajo tudi večje število molekul CD16, ki prepoznavajo konstantne predele (Fc) 
protiteles IgG in so odgovorne za od vezave protiteles odvisno citotoksičnost (ADCC) (4). 
Zanje je tudi značilno, da imajo slabo sposobnost proliferacije v odzivu na stimulacijo s 
citokinoma IL-2 in IL-15 (4). 
1.3.2 CD16-CD56bright celice NK  
Za 5 do 15 odstotkov NK celic v periferni krvi pa je značilno obilno površinsko izražanje 
molekul CD56, zato jih označujemo z oznako CD56bright. Vsebujejo malo citotoksičnih 
granul in so posledično slabo citotoksične (4). Po aktivaciji s citokini in drugimi 
aktivirajočimi dražljaji izločajo interferon γ (IFN-γ) in druge citokine, kot so GM-CSF, IL-
10, IL-13 in TNF-α, ki so ključni v pozitivni povratni zanki razvoja vnetnega procesa. V 
sekundarnih limfatičnih organih predstavljajo večinski delež celic NK. Kot smo že 
omenili, naj bi pod posebnimi pogoji lahko iz njih nastajale CD56dim celice NK. Za razliko 
od celic CD56dim imajo dobro sposobnost proliferacije po stimulaciji z IL-2 ali IL-15 (4). 
CD56bright celice NK se bolje oziroma v večji meri infiltrirajo v tumorska tkiva kot celice 
CD56dim. Kljub nizki citotoksičnosti v mirovanju pa lahko po stimulaciji z IL-2 ali IL-15 
postanejo CD56bright celice NK močno citotoksične (4). Potem, ko jih stimulirajo provnetni 
citokini, lahko celice NK usmerjajo diferenciacijo limfocitov T v celice pomagalke tipa 1 
(Th1), ki spodbujajo vnetne odzive (7). 
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1.3.3 Razmerje med podvrstama celic NK pri 
bolnikih z rakom prostate  
Deleži vseh celic NK v krvnem obtoku zdravih posameznikov in bolnikov z različnimi 
stopnjami raka prostate se ne razlikujejo. Pri bolnikih so v eni od študij opazili spremembe 
v deležu subpopulacije celic CD16-CD56bright. Njihov delež se je namreč zmanjšal z 
napredovanjem raka, ob tem pa je ostal delež CD16+CD56dim celic NK približno enak (8). 
Predvidevajo, da bi bila za zmanjšanje števila celic CD56bright lahko odgovorna dva vzroka, 
in sicer: povečano zorenje celic CD56bright v celice CD56dim, ali pa rekrutiranje prvih v 
tumorsko oziroma limfatično tkivo (8). Ob povečani potrebi po citotoksičnih celicah 
CD56dim zaradi rasti tumorja bi lahko te dozorevale iz celic CD56bright. Vendar bi v tem 
primeru morali posledično zaznati povečano število celic CD56dim v periferni krvi 
bolnikov, o čemer pa ne poročajo (8). Alternativna razlaga, ki smo jo omenili, je migracija 
CD56bright celic NK v sekundarna limfatična tkiva, kjer bi lahko pridobile večjo sposobnost 
citotoksičnega delovanja in vzpodbujanja imunskih odzivov. Neaktivirane celice CD56bright 
se namreč v bezgavkah nahajajo v področjih, kjer so tudi limfociti T (8). So tudi primarna 
podvrsta celic NK, ki prepoznajo metastatske rakave celice in vplivajo na lokalni imunski 
odziv, usmerjen v njihovo uničenje. Ker v prisotnosti IL-2 v bezgavkah postanejo močno 
citotoksične, lahko trdimo, da predstavljajo nezrelo oziroma »spečo« populacijo 
efektorskih celic NK. Opaženo večje zmanjšanje deleža celic CD56bright pri napredovanem 
raku prostate bi tako lahko bilo posledica njegovega metastaziranja, saj so bezgavke prva 
mesta, kjer zasledimo metastaze (7). 
1.3.4 Aktivacija celic NK  
Odziv posamezne celice NK v stiku s tarčno celico je odvisen od integracije oziroma neto 
seštevka vseh pozitivnih in negativnih signalov tako iz njene mikrookolice kot iz nje same. 
V kolikor pri tem prevladajo pozitivni aktivacijski signali aktivirajočih receptorjev, pride 
do aktivacije celice NK in posledičnega uničenja tarčne celice.  
Na somatskih celicah pravilno izražene molekule HLA razreda I delujejo kot inhibitorni 
signal za celice NK, zato jih te prepoznajo kot lastne in jih pustijo nedotaknjene. V 
obratnem primeru, ko celice ne izražajo omenjenih molekul HLA v normalnem obsegu, pa 
jih celice NK zaradi prevladujočih aktivacijskih in pomanjkanja inhibitornih signalov 
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prepoznajo in uničijo. Omenili smo že, da so poglavitni receptorji, ki prepoznajo molekule 
HLA razreda I, KIR in CD94 (9).  
Celice NK se lahko aktivirajo tudi z različnimi citokini, z IL-2, ki ga proizvajajo CD4+ 
celice Th1 ter z IL-12, IL-15, IL18 in IFN-α, ki jih izločajo dendritične celice (DC) (9). 
Celice CD56dim na svoji površini izražajo številne visoko afinitetne receptorje za IL-2 
(CD25) in se v njegovi prisotnosti odzovejo s proizvajanjem velikih količin citotoksičnih 
granul z grancimi, perforini in granulizinom. Take celice lahko pripravimo tudi v pogojih 
in vitro. Imenujemo jih z limfokini aktivirane celice NK (LAK). Ko LAK po aplikaciji 
bolnikom, ob sočasni uporabi rekombinantnega IL-2, prepoznajo rakave celice, se takoj 
odzovejo nanje in jih uničijo (3, 9, 10).  
1.3.4.1 Mehanizmi citotoksičnosti 
Aktivirana celica NK tvori s tarčno celico imunsko sinapso, v katero sprosti citotoksične 
granule, ki vsebujejo perforine, grancime in granulizin. Perforin z oligomerizacijo, ki je 
odvisna od Ca++, tvori ireverzibilne pore v membrani tarčne celice, skozi katere nato 
vstopajo grancimi in granulizin. Grancimi so serinske proteaze, ki izzovejo apoptozo 
tarčnih celic z aktivacijo kaspazne in od kaspaz neodvisnih poti (11). Granulizin pa deluje 
predvsem antimikrobno, pa tudi proapoptotično. Celice NK lahko sprožijo apoptozo 
tarčnih celic tudi preko vezave ligandov FasL na receptorje Fas, prisotne na tarčnih 
celicah, pri čemer Ca++ ioni niso potrebni (9, 11).  
1.3.4.2 Sproščanje vnetnih dejavnikov in proliferacija 
Ti dve lastnosti sta, kot smo že omenili, večinoma omejeni na CD56bright celice NK. Po 
njihovi stimulaciji z ustreznimi citokini se poveča njihova sposobnost za proizvodnjo in 
izločanje citokinov (IFN-γ, TNF-β, IL-5, IL-10, IL-13 in GM-CSF), ob tem pa tudi 
zmožnost proliferacije (v prisotnosti IL-2 in IL-15) (4). 
1.4 Vloga celic NK pri raku 
Celice NK imajo pomembno vlogo pri obrambi organizma pred rakavimi obolenji. Rakave 
celice se namreč od ostalih somatskih celic razlikujejo v vrsti in obsegu izražanja 
površinskih molekul. Te se tudi sproščajo v njihovo okolico. Ker celice NK s svojimi 
receptorji zaznavajo nepravilnosti na celičnih površinah in v medceličnini, ob zaznavi 
rakavih celic sprožijo ustrezen citotoksičen in vnetni odziv. Rakave celice pogosto izražajo 
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manj molekul HLA razreda I, kar celice NK prepoznajo kot »manjkajoči jaz«. Pri tem se, 
zaradi premalo inhibitornih signalov, generiranih preko receptorjev KIR, CD94-NKG2A, 
CD94-NKG2B in TIGIT, aktivirajo (3). 
Poleg tega lahko celice NK prepoznajo rakave celice tudi zaradi drugih molekul, izraženih 
na njihovih površinah. Tako na primer aktivacijski receptor NKG2D prepoznava 
površinsko izražene ligande, ki se pojavijo zaradi poškodb DNA. Med njegove ligande pa 
sodijo še: t.i. stresne molekule, MICA in MICB, ki so strukturno podobne molekulam HLA 
razreda I; UL 16 vezoči protein 1 (ULBP 1-6) ter adapterski protein DAP10. Receptorji 
NCR pa prepoznavajo povečano izražanje heparan sulfat proteoglikanov na molekulah 
HLA in druge ligande, ki so izraženi na rakavih in z virusi okuženih celicah (3, 10). 
CD56dim celice NK lahko ubijejo tudi s protitelesi razreda IgG opsonizirane rakave celice 
(ADCC). Izražajo namreč aktivirajoče receptorje FcγRIIIa (CD16), ki se vežejo na 
konstantna področja Fc protiteles IgG (3, 10).  
Kljub temu, da so celice NK zelo pomembne pri imunskem nadzoru organizma in 
odstranjevanju rakavih celic, pa imajo omejeno sposobnost migracije v tumorska tkiva. Ta 
je odvisna od lokacije rakavih celic, vrste raka ter mikrookolja v katerem se nahajajo 
rakave celice (citokinski in kemokinski profil, hipoksija …) (7). 
Posamezniki, ki imajo manjše število celic NK v periferni krvi, imajo večjo možnost za 
razvoj in napredovanje rakavih obolenj, kar potrjuje izjemno pomembno vlogo teh celic pri 
odkrivanju in uničevanju tumorskih celic (10). 
1.4.1 Izogibanje tumorskih celic napadom 
imunskega sistema  
Veliko število v tumorje infiltriranih celic NK in CD8+ citotoksičnih limfocitov T je 
običajno povezano z boljšo prognozo za bolnike z rakom. Celice NK ponavadi težje 
dostopajo do trdnih tumorjev, zato nimajo neposrednega citotoksičnega učinka nanje, 
lahko pa modulirajo lokalne imunske odzive (10). Med razvojem rakavih obolenj celice 
NK pogosto izgubijo nekatere pomembne lastnosti za prepoznavo in uničenje rakavih 
celic. Te spremembe so lahko posledica: primarne disfunkcije celic NK, na primer. zaradi 
neravnovesja izraženih receptorjev, zmanjšane citotoksičnosti in/ali zmanjšane proizvodnje 
citokinov; nezadostne interakcije z ostalimi celicami imunskega sistema, potrebnimi za 
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vzajemno aktivacijo ali aktivne imunosupresije, ki jo izvajajo tako same tumorske celice 
kakor tudi tumorje infiltrirajoče imunske celice (12). 
Med razvojem večjih trdnih tumorjev postanejo celice NK funkcijsko izčrpane, kar je 
posledica negativnih vplivov tumorskega mikrookolja na uravnavanje lokalnih imunskih 
odzivov. Tumorji so namreč sposobni ustvariti imunosupresivno okolje, v katerem jih 
celice imunskega odziva sicer prepoznajo, a jih, zaradi okrnjenih ali onemogočenih 
efektorskih mehanizmov, ne morejo uničiti. Molekule, ki zavirajo imunski odziv in 
prepoznavanje tumorskih celic so: izrazito protivnetna citokina TGF-β in IL-10, 
indolamin-2,3-deoksigenaza (IDO), arginaza, prostaglandin E2 (PGE2), žilni endotelijski 
rastni dejavnik (VEGF), dušikov monoksid (NO) in druge reaktivne dušikove zvrsti (10). 
Omenjene molekule v tumorsko mikrookolje sproščajo regulatorne in tolerogene imunske 
celice, kot so: regulatorni limfociti T (Treg, Tr1, ...), mieloidne supresorske celice, 
makrofagi in DC tipa 2, kakor tudi same tumorske celice. Ti dejavniki ustvarijo kronično 
imunosupresivno okolje, ki omogoča nemoten razvoj bolezni. Rakave celice lahko tudi 
neposredno vplivajo na izražanje nekaterih receptorjev na celicah NK, na primer NKG2D 
in NKp46, s čimer močno zmanjšajo njihovo citotoksično aktivnost (10, 12). 
Hipoksija, ki je tudi značilna za tumorsko mikrookolje, povzroči, da so rakave celice manj 
občutljive na indukcijo apoptoze. Proteolizno odcepljanje ligandov receptorjev NKG2D in 
NKp30 s površine tumorskih celic preprečuje njihovo prepoznavanje s strani celic NK. 
Odcepljeni ligandi služijo kot slepe vabe za celice NK, ki zasedejo vezavna mesta njihovih 
aktivacijskih površinskih receptorjev, pri čemer jih ne aktivirajo, pač pa učinkovito 
zmanjšajo število prostih receptorskih mest (12). 
1.5 Celična cepiva proti raku 
Danes imamo na voljo več vrst terapevtskih cepiv proti raku, ki jih delimo v dve večji 
skupini. V prvo skupino sodijo cepiva, ki bolnika imunizirajo proti točno določenim 
antigenom rakavih celic, v drugo pa tista, s katerimi izzovemo protitumorski imunski odziv 
in-situ. Večina teh terapij temelji na uporabi DC, pripravljenih in vitro iz monocitov, 
izoliranih iz periferne krvi (12). 
DC so najučinkovitejše APC v imunskem sistemu in so sposobne prenašati informacije o 
tumorju v obliki antigenskih peptidov, vezanih na njihove molekule HLA, z mesta tumorja 
do imunskih celic v sekundarnih limfatičnih tkivih in organih (predvsem bezgavkah), kjer 
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se nato aktivira specifičen pridobljeni imunski odziv limfocitov T in B na tumorske 
antigene in s tem na rakave celice. Poznamo različno pripravo DC celic pred vakcinacijo: 
DC celice pulzirane z nezrelimi peptidi (immature peptide-pulsed DCs); DC celice, 
transducirane z virusnim vektorjem; DC celice, pulzirane z lizatom tumorskih celic; DC 
celice fuzirane s tumorskimi celicami in DC celice, pulzirane z antigenskimi vezikli (12). 
DC celice v cepivih so lahko alogenskega, največkrat pa avtolognega izvora (bolnikove).  
DC izvajajo tudi modulacijo imunskega sistema z raznimi topnimi mediatorji. Še posebej 
pa so v našem primeru pomembne interakcije med DC in NK celicami v bezgavkah ter v 
okolici raka (13).  
1.6 Modulacija aktivnosti celic NK in vivo 
Razmerja receptorjev, izraženih na površini celic NK, se spreminjajo glede na stanje celic 
NK in lastnosti mikrookolja, v katerem se nahajajo. Kadar se celice NK nahajajo v okolju, 
ki obilno izraža molekule HLA razreda I, je na njihovih površinah prisotnih več 
inhibitornih in aktivirajočih receptorjev. Kadar pa so celice NK obdane z okoljem, ki 
izraža manj prej omenjenih molekul, bodo izražale manj receptorjev in imele hkrati tudi 
zmanjšano občutljivost za prepoznavanje nenormalnih celic (3). 
Poleg tega so celice NK podvržene tudi vplivom ostalih imunskih celic, na primer 
monocitov/makrofagov, DC, limfocitov T in ostalih levkocitov v periferni krvi. Omenjene 
celice namreč lahko preko medceličnih interakcij in raznih topnih dejavnikov bodisi 
zavirajo ali spodbujajo aktivacijo, proliferacijo in preživetje celic NK (3, 14). 
1.6.1 Monociti in makrofagi 
Pomemben mehanizem, s katerim monociti/makrofagi zavirajo aktivacijo celic NK, je 
sproščanje H2O2. Povezavo med različnimi koncentracijami H2O2 in stopnjami aktivacije 
celic NK so dokazali v okviru raziskave, ki so jo izvedli Seaman in sod. (15). Tako je s tem 
spoznanjem H2O2, poleg obrambe funkcije pred mikroorganizmi, pridobil tudi vlogo 
regulatorja celičnih imunskih odzivov (9, 14, 15). 
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1.6.2 Dendritične celice 
Interakcije med DC in NK celicami so preučevali Van Elssen in sod., in sicer v sklopu 
terapije raka prostate s cepivom, pripravljenim iz DC (13). Ugotovili so, da se DC in NK 
celice recipročno aktivirajo, s čimer ustvarijo močnejši imunski odziv proti rakavim 
celicam. Celice NK povečajo imunski odziv celic DC tako, da jih oskrbujejo z antigenskim 
tumorskim materialom, s tem pa posredno prispevajo k lažji aktivaciji limfocitov T (7). 
Poleg tega s proizvodnjo in sproščanjem topnih dejavnikov inducirajo zorenje limfocitov T 
v Th-1 polarizirane celice, ki spodbujajo protitumorske imunske odzive (12, 13). Celice 
NK sodelujejo tudi pri odstranjevanju nepravilno in nepopolno dozorelih DC (mDC), ki 
zmanjšujejo učinkovitost protitumorskih imunskih odzivov. Po odstranitvi nezrelih DC 
(nDC) tako ostanejo le še močno imunogene mDC, ki spodbudijo močnejši protitumorski 
odziv limfocitov T (tako CD4+ kot CD8+) (7, 13).  
DC celice delujejo na NK celice preko topnih dejavnikov ter z izražanjem določenih 
površinskih ligandov. Tako lahko DC v celicah NK, z izločanjem topnih citokinov (IL-2, 
IL-12 in IL-15) ter z medsebojno kontaktno aktivacijo preko aktivacije receptorjev 
NKG2D in NKp, inducirajo povečano nastajanje citokinov IFN-γ in TNF-α (13). Poleg 
tega omenjene interakcije povzročijo tudi povečanje števila aktivirajočih receptorjev na 
površini celic NK. DC lahko z izločanjem citokinov IL-2, IL-12 in IL-15 povečajo 
citotoksičnost celic NK. Opisani mehanizmi so najaktivnejši med zorenjem DC, ko se te 
odzivajo na dražljaje iz okolice (13). 
Za recipročno aktivacijo DC in NK celic je pomembno, da se nahajajo v bližini druga 
druge, bodisi v tumorju, najbližjih bezgavkah ali pa v bližnji okolici rakavega tkiva. DC 
lahko s sproščanjem različnih kemokinov privabijo celice NK v svojo bližino, kjer nato z 
njimi vstopajo v medcelične interakcije. Ugotovili so tudi, da je bila protitumorska celična 
terapija uspešnejša, če so DC in celice NK gojili skupaj, nato pa jih bolnikom tudi 
aplicirali skupaj, s čimer so izničili potrebo po migraciji celic NK k DC (13). Celice NK 
torej očitno igrajo zelo pomembno vlogo pri učinkovitosti protitumorskih cepiv na osnovi 
DC, vendar niso zadosten dejavnik za njihovo delovanje (12).  
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1.7 Merjenje aktivnosti celic NK (NKA) 
Aktivnost celic NK (NKA) lahko določamo z merjenjem sproščanja IFN-γ in vitro in s 
testom citotoksičnosti celic NK proti modelnim tarčnim celicam (običajno celice K562). V 
ta namen največkrat uporabljamo teste ELISPOT (ang. enzyme-linked immunospot), in 
sendvič ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay), ob dodatku določenih 
dejavnikov, ki spodbujajo sproščanje IFN-γ. Večja kot je aktivnost celic NK v vzorcu, več 
IFN-γ se sprosti v medij in višja je vrednost NKA (16). Pri ugotavljanju obsega neposredne 
citotoksičnosti celic NK pa merimo delež uničenih modelnih tarčnih rakavih celic 
(običajno človeška celična linija K562) v testu in vitro. Postopek smo v nadaljevanju 
opisali v poglavju Materiali in metode, z njim pa ocenjujemo funkcijsko oziroma 
efektorsko sposobnost celic NK za uničevanje rakavih tarčnih celic (7). 
Na vrednosti NKA vplivajo: spol, haplotip molekul HLA, kronično uživanje alkohola, 
kajenje in prisotnosti virusnih okužb. Nagel in sod. so ugotovili, da starost nima 
signifikantnega vpliva na NKA (17). Izkazalo se je, da je NKA statistično neznačilno 
največja okrog 20. leta, nato pa se zmanjšuje (17). 
1.7.1 Korelacija med NKA in napredovanjem 
rakave bolezni 
V literaturi obstajajo nasprotujoči si podatki o uporabnosti rezultatov meritev NKA kot 
diagnostičnega orodja za določanje stadija in prognoze rakave bolezni. Song in sod. so 
ovrgli povezavo med citotoksičnostjo NK celic in pojavom raka prostate oziroma njegovim 
napredovanjem (16). Koo in sod. ter Barkin in sod. pa so (na precej manj vzorcih) potrdili 
dobro korelacijo med NKA ter prognozo in stadijem raka oziroma Gleasonovo oceno (ang. 
Gleason score) (8, 16, 18). 
V literaturi sicer večinoma poročajo o zmanjšanju vrednosti NKA z napredovanjem raka 
prostate. Hkrati s tem poročajo tudi o zmanjšanju deleža CD16-CD56bright celic NK, ki naj 
bi sicer promovirale močnejši imunski odziv (8, 18).  
Za zmanjšanje vrednosti NKA je lahko odgovornih več mehanizmov, na primer: 
zmanjšano število celic NK v tumorju, povečano izražanje njihovih inhibitornih 
receptorjev in inaktivacija efektorskih celic zaradi tumorskega mikrookolja. Predhodno že 
omenjeni hkratni upad števila CD16-CD56bright celic NK pa je še dodaten razlog za 
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napredovanje raka, saj so celice CD16-CD56bright vir IFN-γ, ki preko DC povečuje odziv 
imunskih celic. Ker INF-γ sproščajo pretežno CD56bright celice NK, lahko predvidevamo, 
da je zmanjšana NKA tudi posledica zmanjšanja njihovega deleža pri bolnikih z 
napredovanim rakom prostate (8).  
1.8 Celice K562 kot univerzalne tarčne celice 
za neposredno testiranje citotoksičnosti celic 
NK in vitro  
Človeško celično linijo K562 so pripravili iz celic osebe z mieloidno levkemijo. Na svojih 
površinah izražajo celice K562 specifičen nabor molekul in receptorjev. Uporabljamo jih 
kot modelne tarčne rakave celice, saj jih celice imunskega sistema zlahka prepoznajo. 
Podobne so limfocitom B in T, vendar ne pripadajo nobeni od teh dveh vrst celic. Na 
celičnih membranah namreč ne izražajo nekaterih za limfocite B značilnih molekulskih 
označevalcev, prav tako pa kljub prisotnosti receptorjev Fc, na njihovih površinah 
manjkajo T celični receptorji, ob tem pa tudi niso dojemljive za inhibicijo rasti s timidinom 
in niso visoko občutljive na obsevanje (značilnosti limfocitov T) (19). Kljub temu, da 
izražajo receptorje Fc, celice K562 niso zmožne fagocitoze oziroma lize drugih celic, 
opsoniziranih s protitelesi. Za uporabo v testih citotoksičnosti predhodno neaktiviranih 
celic NK je pomembna njihova lastnost, da izražajo manj molekul HLA razreda I kot 
normalne celice (19). 
Celice K562 lahko v pogojih in vitro uničijo tako CD8+ citotoksični limfociti T, kot tudi 
celice NK. Slednje jih lahko ubijejo bodisi neposredno ali po predhodni opsonizaciji s 
protitelesi (17). 
1.9 Neposredno merjenje citotoksičnosti celic 
NK in vitro  
Celično citotoksičnost lahko določamo z uporabo različnih testov, ki imajo svoje prednosti 
in slabosti. Ti testi delujejo na različnih principih merjenja odstotka mrtvih celic napram 
vsem tarčnim celicam v vzorcu. V supernatantu lahko merimo radioaktiven 51Cr, ki se je 
sprostil iz mrtvih tarčnih celic, ki jih pred dodatkom k celicam NK napolnimo z natrijevim 
51 kromatom (Na251CrO4). Da se izognemo delu z radioaktivnim 51Cr, lahko tarčne celice 
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napolnimo na primer z evropijem (Eu) ali z različnimi flourescenčnimi barvili in po 
končanem testu s fluorimetrom izmerimo količino fluorescence v supernatantih. S celicami 
NK uničene tarčne celice v medij sprostijo različne encime, med njimi na primer laktatno 
dehidrogenazo (LDH), katere količino lahko določimo spektrofotometrično, po dodatku 
ustreznega substrata, ki se pretvori v obarvan produkt. Mrtve tarčne celice lahko označimo 
tudi s fluorescenčno označenimi protitelesi proti molekulam, ki jih izražajo na svojih 
površinah, lahko pa jih označimo tudi s fluorescenčnimi barvili, ki ne prehajajo skozi 
membrane, saj se vežejo na znotrajcelične strukture. Določitev deleža uničenih tarčnih 
celic lahko torej, glede na uporabljeno metodo njihovega predhodnega označevanja, 
izvedemo z merjenjem radioaktivnosti z gama-števcem, spektrofotometrično, 
fluorimetrično ali pa s pretočno citometrijo (20). 
1.9.1 Test LDH  
Predstavili bomo metodo merjenja aktivnosti encima LDH v supernatantu, ki smo jo 
uporabljali pri naših eksperimentih. LDH je citosolni encim z razpolovno dobo 9 ur, ki se 
nahaja v vseh somatskih celicah. Katalizira pretvorbo laktata v piruvat in pri tem reducira 
NAD+ v NADH, ki nato opravlja druge pomembne funkcije v celici. Ta reakcija služi tudi 
kot vir energije za sintezo molekul ATP. Ob izgubi integritete celične membrane se 
molekule LDH sprostijo v medij, kjer lahko pretvarjajo dodane reagente v obarvane 
produkte (Slika 1) (21, 22). 
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Slika 1: Shema reakcij pri merjenju aktivnosti LDH. Prikazane so sklopljene reakcije, ki potekajo po sprostitvi encima 
LDH v supernatant. Zaradi porušene integritete membrane se encim LDH sprosti iz tarčnih celic. V prisotnosti laktata in 
NAD+ se prične sinteza piruvata, pri čemer se NAD+ reducira v NADH. NADH nato sodeluje v sklopljeni reakciji, v 
kateri encim diaforaza po sprejemu vodikovega iona, pretvori rumeno obarvan reagent INT v rdeče-vijolično barvilo 
formazan, ki ga detektiramo spektrofotometrično. Prirejeno po (20). 
Reakcije, ki potečejo, so: pretvorba laktata v piruvat z LDH, pri čemer nastane NADH z 
redukcijo NAD+. Redukcija rumene tetrazolijeve soli INT v rdeče-vijolični vodotopni 
formazan pa nato poteče v prisotnosti encima diaforaze (akceptor elektronov), ob 
predhodni oksidaciji NADH v NAD+ (Slika 1). Reakcijo ustavimo z dodatkom ocetne 
kisline. Količino nastalega formazana določamo spektrofotometrično, z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 490 nm, ta pa je neposredno proporcionalna aktivnosti LDH 
v reakcijski zmesi oziroma količini apoptotičnih in mrtvih celic (20, 21).  
Prednosti testa LDH so: zelo malo spontanega sproščanja LDH iz živih celic, dobra 
občutljivost, razmeroma hitra izvedba in nizki stroški ter pridobitev kvantitativnih 
rezultatov citotoksičnosti (21). 
1.9.2 Določanje obsega citotoksičnosti s pretočno 
citometrijo  
S pretočnim citometrom lahko preštejemo in analiziramo posamezne populacije 
neoznačenih ali s specifičnimi fluorescenčnimi protitelesi označenih celic, ki preidejo 
skozi laserske žarke naprave. Merimo lahko različne lastnosti celic: njihovo velikost, 
granularnost, število, stopnjo celičnega cikla …  
V primeru določanja citotoksičnosti celic NK, tarčne celice K562 napolnimo s 
karboksifluorescein sukcinimidilnim estrom (CFSE), ki se v njih veže predvsem na 
lizinske ostanke proteinov. Efektorskih, torej citotoksičnih celic pa ne obarvamo s CFSE in 
jih zato zlahka razlikujemo od tarčnih. Z barvilom 7-aminoaktinomicin D (7 AAD), ki ne 
prehaja nepoškodovanih celičnih membran, veže pa se na DNA poškodovanih celic, 
označimo mrtve oziroma apoptotične ali nekrotične celice (1). 
Pretočni citometer vse celice v merjenem vzorcu fokusira skozi šobo kapilare, skozi katero 
nato prehajajo zaporedno, ena za drugo pri čemer vstopajo v hiter tok tekočine (pufer s 
fiziološkimi lastnostmi), ki pospeši njihov prehod in s tem izboljša medsebojno ločenost. 
Aparat na določenem mestu skozi curek tekočine s celicami usmerja svetlobo, ki se sipa na 
celicah in njihovih komponentah, se absorbira in vzbuja prisotne fluorofore. Celice v 
vzorcu nato sortira ali pa jih usmeri v odpad. Detektorji so nameščeni nasproti vira 
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svetlobe, in sicer pod kotom 180ᵒ ali 90ᵒ. Detektor prednjega sipanja svetlobe (FSC), ki se 
nahaja vzporedno s svetlobnim virom, zaznava velikost celic, detektor stranskega sipanja 
svetlobe (SSC), nameščen v pravokotni smeri poti svetlobnega žarka, pa zaznava 
granuliranost celic. Laserska svetloba vzbudi fluorofore v celici, ki nato oddajajo 
flourescenco v vse smeri. Te žarke prestrežejo posebni detektorji, ki so nameščeni 
pravokotno na pot laserskega žarka. S pomočjo zrcal in filtrov za določene valovne dolžine 
nato razdelijo elektromagnetno valovanje, ki jih doseže, na različne valovne dolžine. Vse 
izmerjene signale integrira vgrajeni računalnik, ki lahko podaja rezultate meritev v 
različnih oblikah in formatih (23).  
 
Slika 2: Shema delovanja pretočnega citometra. Prikazani so vsi osnovni procesi, ki potekajo v pretočnem citometru, od 
fokusiranja celic, detekcije njihovih lastnosti, do integracije rezultatov. Prirejeno po (23). 
Prednosti pretočne citometrije za določanje citotoksičnosti celic NK so: možnost analize 
velikega števila vzorcev, možnost analize citotoksičnosti na ravni posamične celice, 
možnost določitve natančnega razmerja med efektorskimi, citotoksičnimi in tarčnimi 
celicami ter živosti (viabilnosti) samih efektorskih in tarčnih celic ob koncu testiranja (24). 
1.10 Statistične analize rezultatov testiranja 
citotoksičnosti celic NK 
1.10.1 Test ANOVA  
Za analizo statističnih značilnosti razlik med posameznimi poskusi lahko uporabimo 
enoparametrični ali dvoparametrični statistični test ANOVA oziroma analizo variance. Z 
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njima ugotavljamo ali med skupinami meritev obstajajo signifikantne razlike oziroma ali 
kateri od dejavnikov (neodvisne spremenljivke) statistično značilno vpliva na odvisno 
spremenljivko in ali nanjo vpliva interakcija obeh neodvisnih spremenljivk (25, 26). 
1.10.1.1 Šidákov test večkratne primerjave 
Po izvedbi dvosmernega testa ANOVA lahko z uporabo Šidákovega post-hoc testa 
določimo, kateri pari meritev se med seboj statistično značilno razlikujejo. Za Šidákov test 
se odločimo, kadar med seboj v paru primerjamo le specifične, in ne vse pare meritev, ko 
praviloma uporabimo Tukeyev test. Pomembno je, da so vsi pari, ki jih primerjamo med 
seboj neodvisni. S testiranjem pridobimo intervale zaupanja za vsak posamezen par 
primerjanih meritev. Šidákov test prilagodi testno vrednost α vsaki primerjavi, s čimer jo 
ohranja na nivoju določene vrednosti za celo družino primerjav (27, 28). Za analizo 
podatkov uporabljamo računalniški program, ki vsebuje algoritem za izvedbo Šidákovega 
testa, na primer GraphPad Prism (27). 
1.10.2 Dunnettov test večkratne primerjave 
S testom ANOVA pridobimo informacijo o tem, kateri izmed vzorcev so si med seboj 
različni, zato kot nadgradnjo uporabimo Dunnettov test večkratnih primerjav. Z njim 
nadomestimo post-hoc t-teste, ki bi jih morali izvesti pri vsaki posamezni analizi ANOVA, 
da bi ugotovili katere meritve vzorcev se razlikujejo od meritev kontrolne skupine. Kadar 
primerjamo več meritev vzorcev proti kontrolni vrednosti, generiramo več hipotez. Toda 
več kot je hipotez, večja je verjetnost, da naredimo napako prve vrste, kar pomeni, da 
ovržemo ničelno in sprejmemo alternativno hipotezo. Dunnettov test prilagodi testno 
vrednost α' vsaki primerjavi, s čimer ohranja α na nivoju določene vrednosti za celo 
družino primerjav (29 – 31). Za izvedbo Dunnettovega testa potrebujemo računalniški 
program, ki vsebuje ustrezen algoritem, na primer GraphPad Prism (31). 
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2 Načrt dela 
V okviru magistrske naloge bomo preučevali citotoksično aktivnost naravnih celic ubijalk 
(NKA) v populacijah mononuklearnih celic, izoliranih iz vzorcev periferne krvi, odvzetih 
bolnikom z rakom prostate v različnih časovnih obdobjih tekom kliničnega preskušanja 
protitumorske imunske celične terapije. V pogojih in vitro bomo z uporabo tarčnih celic 
K562 in testa za določanje obsega neposredne celične citotoksičnosti, ki temelji na količini 
sproščenega znotrajceličnega encima LDH iz uničenih celic K562, določali obsege NKA 
(odstotek citotoksičnosti) pri izbranih bolnikih. Za izvedbo poskusov bomo izbrali 
predstavnike, ki so se, glede na klinične parametre, različno odzvali na imunsko celično 
terapijo. Pri vseh bomo primerjali vrednosti NKA pred, v določenih časovnih obdobjih 
med, ter po koncu eksperimentalne terapije. Naš naslednji cilj bo ugotavljanje, ali je 
določanje NKA z neposredno citotoksičnostjo celic NK zoper celice K562 pomembno za 
spremljanje imunske funkcije bolnikov z rakom prostate. Poleg tega pa bomo izvedli tudi 
primerjavo med vrednostmi NKA oziroma odstotki citotoksičnosti, pridobljenimi z 
vzporedno izvedbo testa LDH in testa citotoksičnosti s pretočno citometrijo, pri dveh 
preiskovancih.  
Dvojno slepa »cross-over« klinična študija (bolniki so v prvi fazi prejeli bodisi štiri 
popolne ali prazne oziroma placebo odmerke celičnega cepiva, nato pa v drugi fazi –
»cross-over«- obratno kot v prvi) je bila, skladno z ustreznimi zahtevami in predpisi, 
prijavljena na Evropski agenciji za zdravila (EMA): EudraCT Number: 2012-005498-29 
(www.clinicaltrialsregister.eu/ctr-search/search?query=eudract_number:2012-005498-29), 
s številko dovoljenja Komisije za medicinsko etiko RS za izvajanje klinične študije: 
91/03/10, z dne 6. 4. 2010. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali, reagenti in aparature 
3.1.1 Reagenti in materiali 
 Lympholyte® - H, 500 ml (Cedarlane, Kanada), 
 pufer DPBS brez Ca++ in Mg++ (ang. Dulbecco's phosphate buffered saline), 500 ml 
(Gibco, Velika Britanija), 
 pufer PBS brez Ca++ in Mg++ (ang. phosphate buffered saline), 500 ml; (Gibco, 
Velika Britanija), 
 medij RPMI 1640, 500 ml (Sigma-Aldrich, Velika Britanija), 
 etanol 70 %, 
 goveji fetalni serum - FBS (ang. fetal bovine serum), 500 ml (Gibco, Velika 
Britanija), 
 brezserumski medij BioTarget-1, 500 ml (Biological Industries, Izrael), 
 raztopina tripanskega modrila - Trypan Blue solution (Sigma, Velika Britanija) , 
 DMSO, HybrimaxTM (Sigma, Velika Britanija), 
 GlutaMAXTM – I CTSTM (100X) (Gibco, Japonska), 
 mešanica antibiotika in antimikotika - Antibiotic Antimycotic Solution (100X), 
Stabilized (Sigma, Izrael), 
 CytoTox 96®Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega, ZDA): 
o zmes substrata (Substrate Mix), 
o testni pufer (Assay Buffer), 
o pozitivna kontrola LDH (LDH Positive Control), 
o raztopina za lizo tarčnih celic (Lysis Solution; Triton® X-100), 
o raztopina za ustavitev barvne reakcije (Stop Solution; 1M ocetna kislina), 
 karboksifluorescein sukcinimidilni ester – CFSE Cell Division Tracker Kit 
(Biologend, ZDA), 
 7-AAD - 7-aminoaktinomicin D (MACS, Miltenyi Biotec, Nemčija), 
 koagulacijske epruvete VACUTUBE (9NC) z 0,129 mol/l trinatrijevega citrata (LT 
Burnik d.o.o., Slovenija), 
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 mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami z ravnim dnom (Sarstedt, Nemčija), 
 mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami v obliki U (Sarstedt, Nemčija), 
 mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami v obliki V (Costar, ZDA), 
 nastavki za mehanske pipete 200 μl in 10 μl (Sarstedt, Nemčija), 
 serološke pipete: 1 ml, 2 ml, 5 ml in 10 ml (Sarsted, Nemčija), 
 Pasteurjeve pipete, 3,5 ml (Sarstedt, Nemčija), 
 banjice za reagente Bio-Pure (Diversified Biotech, ZDA), 
 centrifugirke z navojnimi pokrovi, 50 ml (Sarstedt, Nemčija), 
 centrifugirke z navojnimi pokrovi, 15 ml (Sarstedt, Nemčija), 
 krioviale, 2 ml (Sarstedt, Nemčija in Costar, ZDA), 
 plastenke za gojenje celic, 75 cm2 (Costar, ZDA), 
 plastenke za gojenje celic, 75 cm2 (Sarstedt, Nemčija), 
 Neubauerjeva komora za štetje celic, globina 0,100 mm, površina 0,0025mm2 
(Brand, Nemčija). 
3.1.1.1 Priprava medijev RPMI 1640 in BioTarget-1  
V plastenko medija RPMI 1640 in/ali brezserumskega medija BioTarget-1 (v obeh 
primerih po 500 ml), dodamo po 5 ml raztopine GlutaMAXTM – I CTSTM (100X) in po 5 
ml mešanice antibiotika in antimikotika (100x) ter vsebino dobro premešamo. 
3.1.1.2 Priprava medija RPMI 1640 z 10 % FBS 
Medij pripravimo sproti tako, da v 50 ml centrifugirki z navojnim pokrovom, dodamo 10 
% (v/v) FBS k 90 % (v/v) medija RPMI 1640 in vsebino dobro premešamo na vorteksnem 
mešalniku.  
3.1.1.3 Priprava zamrzovalnega medija 
Zamrzovalni medij je sestavljen iz 60 % (v/v) RPMI 1640, 20 % (v/v) FBS in 20 % (v/v) 
DMSO. Sestavine v 50 ml centrifugirki z navojnim pokrovom dobro premešamo na 
vorteksnem mešalniku. 
3.1.1.4 Priprava odmrzovalnega medija 
Odmrzovalni medij pripravimo tako, da v 50 ml centrifugirki z navojnim pokrovom dobro 
premešamo 30 % (v/v) FBS in 70 % (v/v) medija RPMI 1640, nato pa vsebino segrejemo 
na 37 ᵒC. Pripravljeni volumen mora biti dvakrat večji od volumna celične suspenzije, ki jo 
odmrzujemo.  
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3.1.2 Aparature 
 Centrifuga z rotorjem za mikrotitrske plošče, Centrifuge 5430 R (Eppendorf, 
Nemčija), 
 centrifuga Multifuge® 3L (Heraeus, Nemčija), 
 centrifuga Centric 322 PLC (Tehtnica, Slovenija), 
 vorteksni mešalec Labdancer (IKA, Nemčija), 
 svetlobni mikroskop Olympus CX21 (Olympus, Japonska), 
 hladilnik (Kirsch, Nemčija), 
 zamrzovalna skrinja, -25 ᵒC (Kirsch, Nemčija), 
 zamrzovalna skrinja Forma 88000 series, -80 ᵒC (Thermo Scientific, ZDA), 
 aseptična komora z laminarnim pretokom zraka MC 15-2 (Iskra PIO, Slovenija), 
 Dewarjeva posoda oziroma kontejner s tekočim dušikom Locator JR plus (Thermo 
Scientific, ZDA), 
 vodna kopel Memmert (Memmert GmbH, Nemčija), 
 inkubator Heraeus – Cytoperm 2 (Heraeus, Nemčija), 
 multikanalna mehanska pipeta Lambda Plus, 8 kanalna, 5-50 µl (Corning, ZDA), 
 multikanalna mehanska pipeta Tacta® 12 kanalna, 30-300 µl (Sartorius, Nemčija), 
 mehanska pipeta Eppendorf Research Plus, 10-100 µl (Eppendorf, Nemčija), 
 mehanska pipeta Eppendorf Research Plus, 100-1000 µl (Eppendorf, Nemčija), 
 mehanska pipeta Eppendorf Research Plus, 1-20 µl (Eppendorf, Nemčija), 
 električni pipetor Integra Pipetboy 2 (Integra Biosciences AG, Švica), 
 čitalec mikrotitrskih plošč Synergy™ H4, Hybrid Microplate Reader (BioTek 
Instruments, Inc., ZDA), 
 pretočni citometer Attune NxT (Invitrogen, Thermo Scientific, ZDA). 
3.1.3 Programska računalniška oprema 
 Računalniški program za zajem, obdelavo in analizo meritev na pretočnem 
citometru Invitrogen Attune NxT Software (Invitrogen, Thermo Scientific, ZDA), 
 program za statistično analizo in grafično predstavitev meritev citotoksičnosti, 
GraphPad Prism® verzija 6.07 (GraphPad, ZDA), 
 Excelove preglednice (Microsoft, ZDA). 
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3.1.4 Celične linije  
 Celična linija K562 – imortalizirane celice (blasti) človeške kronične mieloične 
levkemije (Katedra za klinično biokemijo, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za 
farmacijo). 
3.1.5 Vzorci 
 Vsi vzorci periferne krvi izbranih bolnikov (P1, P6, P9, P11, P13 in P15), ki smo 
jih uporabili za izvedbo poskusov so bili odvzeti v sklopu klinične študije 
EudraCT: 2012-005498-29. 
3.2 Metode 
3.2.1 Shranjevanje vzorcev 
3.2.1.1 Priprava za izolacijo PBMC 
Potem, ko so na Kliničnem oddelku za urologijo Univerzitetnega kliničnega centra (UKC) 
Ljubljana bolniku odvzeli ustrezno število vzorcev (vsakokrat po 8 epruvet) periferne krvi 
v predhodno označene epruvete z natrijevim citratom, smo jih prenesli na UL FFA, in sicer 
v imunološki raziskovalni laboratorij. Vse nadaljnje delo je potekalo pod aseptičnimi 
pogoji, v komori z laminarnim pretokom zraka. Najprej smo v štiri ustrezno označene 50 
ml centrifugirke z navojnimi pokrovi odpipetirali po 12,5 ml raztopine Lympholyte®-H. 
Nato smo v vsako od dveh označenih 50 ml centrifugirk z navojnimi pokrovi prelili vzorec 
krvi bolnika iz po štirih epruvet. V obe centrifugirki smo dodali pufer DPBS do oznake 50 
ml in vsebino dobro premešali.  
3.2.1.2 Izolacija PBMC 
V vsako od centrifugirk z 12,5 ml raztopine Lympholyte®-H, s serološko pipeto previdno 
prenesemo 25 ml razredčenega vzorca krvi tako, da se tekočini ne pomešata (Slika 3 in 4). 
Pomembno je, da so vse štiri centrifugirke uravnotežene in tako pripravljene za 
centrifugiranje. V rotor centrifuge jih razporedimo diagonalno tako, da je skupno težišče na 
njegovi osi. Centrifugiramo 15 minut na 2300 obratih na minuto, brez zavore. Nato 
centrifugirke, ki jih najprej obrišemo s 70 % etanolom, prenesemo v aseptično komoro. Na 
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3.2.1.3 Spiranje celic 
V centrifugirki s PBMC dolijemo pufer DPBS do skupnega volumna 45 ml, ju zapremo in 
centrifugiramo 10 minut na 1700 obratih na minuto, brez zavore. Po končanem 
centrifugiranju v aseptični komori iz centrifugirk odlijemo supernatant, celični usedlini pa 
resuspendiramo na vorteksnem mešalcu. V vsako od centrifugirk dolijemo po 5 ml medija 
RPMI 1640 in PBMC iz ene centrifugirke prenesemo v drugo. Centrifugirko s celicami 
dopolnimo z medijem RPMI 1640 do oznake 35 ml in jo s protiutežjo centrifugiramo 10 
minut na 1700 obratov, brez zavore.  
3.2.1.4 Priprava celičnih suspenzij za štetje 
Po končanem centrifugiranju odlijemo supernatant in celice resuspendiramo v 1-5 ml 
(odvisno od njihove količine oziroma velikosti usedline) medija RPMI 1640 z 10 % FBS. 
Dodani volumen medija upoštevamo pri določitvi celotnega števila celic v vzorcu. Vzorec 
za štetje pripravimo tako, da v vdolbinico mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami najprej 
odpipetiramo 80 µl raztopine tripanskega modrila, nato pa še 20 µl predhodno dobro 
premešane celične suspenzije. Pred nanosom vzorca na števno komoro, ga še enkrat dobro 
premešamo z večkratnim potegom in izpustom skozi nastavek za pipetiranje, nameščen na 
ustrezno mehansko pipeto. Neubauerjeva števna komora mora biti dobro sprana 
(destilirana voda in 70 % etanol) in osušena, brez vidnih madežev in ostankov alkohola. 
Del premešane celične suspenzije previdno odpipetiramo na komoro, pod krovno stekelce,, 
tako da enakomerno in brez mehurčkov zraka prekrije celotno površino z vgravirano mrežo 
kvadratkov.  
3.2.1.5 Štetje celic 
Števno komoro prenesemo pod svetlobni mikroskop in preštejemo vse celice v 5 
kvadratkih, pri čemer ločeno štejemo žive (neobarvane) in mrtve celice (obarvane). 
Štejemo celice, ki so znotraj kvadratka ter vse tiste, ki so na zgornji in levi stranici, ne pa 
tudi tistih, ki se nahajajo na desni in spodnji stranici. Za izračun števila celic v 1 ml celične 
suspenzije uporabimo naslednjo enačbo (Enačba 1): 
š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 5 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑘𝑖ℎ × 25 × 104 = š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑛𝑎 𝑚𝑙 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑧𝑖𝑗𝑒 
Enačba 1: Enačba za izračun števila celic na ml suspenzije. Celokupno število celic v vzorcu pa izračunamo tako, da 
njihovo število na ml pomnožimo z volumnom suspenzije. 
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3.2.1.6 Priprava celičnih suspenzij za zamrzovanje 
Koncentracija, ki smo jo izbrali za zamrzovanje je bila 20 × 106 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
𝑚𝑙
. Glede na število 
celic v suspenziji, dodamo toliko medija RPMI 1640 z 10 % FBS, da dosežemo prej 
omenjeno koncentracijo. Nato pripravimo enako količino zamrzovalnega medija. 
3.2.1.7 Zamrzovanje PBMC 
Centrifugirki s suspenzijo celic in z zamrzovalnim medijem postavimo za nekaj minut v 
zmrzovalnik na -20 ᵒC, nato pa ju prenesemo v škatlo iz stiropora, napolnjeno z ledom, ki 
se nahaja v aseptični komori. Nato pripravimo in označimo ustrezno število 2 ml kriovial 
za zamrzovanje celičnih suspenzij in jih postavimo v zamrzovalno omaro na -80 ᵒC. S 
Pasteurjevo pipeto počasi in ob stalnem stresanju dodajamo zamrzovalni medij v 
suspenzijo celic in na koncu vsebino dobro premešamo. Krioviale prenesemo v aseptično 
komoro, jim odvijemo zamaške in jih s pomočjo Pasteurjeve pipete napolnimo s končno 
celično suspenzijo do oznake (cca. 1,8 ml), jih dobro zapremo in prenesemo v zamrzovalno 
omaro na -80 ᵒC. Po 48 urah krioviale prestavimo v kontejner s tekočim dušikom (-196 ᵒC) 
in zabeležimo njihovo pozicijo.  
3.2.2 Odmrzovanje vzorcev PBMC 
3.2.2.1 Priprava za odmrzovanje PBMC 
Vzorce PBMC, zamrznjene v tekočem dušiku odmrznemo tako, da preživi kar največ celic. 
Najprej pripravimo odmrzovalni medij, in sicer dvakratno količino glede na volumen 
celične suspenzije, ki jo odmrzujemo ter ga v vodni kopeli ogrejemo na 37 ᵒC.  
3.2.2.2 Odmrzovanje 
Potrebno število kriovial z zamrznjeno celično suspenzijo vzamemo iz tekočega dušika, 
kar zabeležimo v načrtu shranjevanja vzorcev v tekočem dušiku, in jih med stalnim 
stresanjem odmrznemo v vodni kopeli pri 37 ᵒC. Ko je vsebina kriovial odtaljena, jih 
najprej orosimo s 70 % etanolom, nato pa prenesemo v aseptično komoro in jih odpremo. 
Del na 37 ᵒC ogretega zamrzovalnega medija, ki smo ga pred tem prav tako prenesli v 
aseptično komoro, s Pasteurjevo pipeto prenesemo v kriovialo, od koder posrkamo del 
suspenzije in jo prenesemo v centrifugirko s preostalim odmrzovalnim medijem. Ta 
postopek ponovimo še dvakrat, dokler iz krioviale ne odstranimo vse celične suspenzije.  
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3.2.2.3 Spiranje in štetje odmrznjenih PBMC 
V centrifugirko s celično suspenzijo dolijemo medij RPMI 1640 do oznake 45 ml in jo, ob 
uporabi protiuteži, centrifugiramo 8 minut na 1700 obratih na minuto, brez zavore. V 
aseptični komori odlijemo supernatant, celice na kratko resuspendiramo na vorteksnem 
mešalcu, jim dodamo 20 ml medija RPMI 1640 in nato dolijemo še pufer DPBS do 45 ml 
ter jih ponovno centrifugiramo pri enakih pogojih kot prvič.  
Nato v aseptičnih pogojih odlijemo supernatant, celice resuspendiramo na vorteksnem 
mešalcu in jim dodamo 1-5 ml (odvisno od količine celične usedline) medija RPMI 1640 z 
10 % FBS. Nato celice preštejemo, tako kot je opisano v podpoglavju 3.2.1.5. 
3.2.2.4 Priprava efektorskih celic z odstranitvijo adherentnih celic  
Prešteti suspenziji PBMC v centrifugirki dodamo medij RPMI 1640 z 10 % FBS do 
skupnega volumna 5 ml, ki ga nato odpipetiramo iz centrifugirke v plastenko za gojenje z 
rastno površino 75 cm2, opremljeno z navojnim zamaškom s filtrom (0,2 μm). 
Centrifugirko še dvakrat speremo s po 5 ml medija RPMI 1640 z 10 % FBS, ki jih dodamo 
v plastenko za gojenje celic. Potem plastenko zapremo z navojnim zamaškom in jo v 
ležečem položaju postavimo v inkubator (37 ᵒC, 5 % CO2 in 95 % vlažnosti) za 20–24 ur. 
Po končani inkubaciji iz plastenke predvidno odpipetiramo suspenzijo na plastiko 
nepritrjenih celic (limfociti in celice NK) in jih prenesemo v 50 ml centrifugirko z 
navojnim pokrovom. Rastno površino plastenke, na kateri so adherirane celice (predvsem 
monociti, pa tudi makrofagi in DC) previdno speremo, in sicer enkrat z 10 ml pufra DPBS 
ter enkrat z 10 ml medija RPMI 1640, pri čemer oba izpirka dodamo v prej omenjeno 
centrifugirko. Nato celično suspenzijo v centrifugirki dopolnimo s pufrom DPBS do 45 ml 
in jo cenrifugiramo 10 minut na 1700 obratih na minuto, brez zavore. Nato v aseptičnih 
pogojih odlijemo supernatant, celično usedlino resuspendiramo na vorteksnem mešalcu, ji 
dodamo pufer DPBS do oznake 35 ml in jo ponovno centrifugiramo pri enakih pogojih kot 
prvič. Po odstranitvi supernatanta, celično usedlino resuspendiramo in dodamo ustrezno 
količino brezserumskega medija BioTarget-1 (običajno od 1 do 2 ml, glede na velikost 
celične usedline) ter celice preštejemo. Primerjamo število celic pred izvedbo adherence in 
po njej. Nato, glede na pridobljeno število neadherentnih efektorskih celic (E), skladno s 
predhodnim načrtom in z dodajanjem brezserumskega medija, pripravimo ustrezne 
količine njihovih delovnih suspenzij. 
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3.2.2.4.1 Priprava tarčnih celic K562  
Celice K562 po odmrzovanju gojimo v mediju Biotarget-1 v plastenki s 75 cm2 rastne 
površine, opremljeni z navojnim zamaškom s filtrom (0,2 μm), ki jo v inkubatorju 
postavimo pokončno (suspenzijska celična kultura). Vsak drugi dan polovico iztrošenega 
medija v aseptični komori previdno zamenjamo s svežim. Ko se celice dovolj namnožijo,  
jih na dan poskusa prenesemo v 50 ml centrifugirko z navojnim pokrovom, dodamo pufer 
DPBS do volumna 45 ml in jih centrifugiramo 5 minut na 1500 obratih na minuto, brez 
zavore. Po odlitju supernatanta celično usedlino resuspendiramo na vorteksnem mešalcu in 
dodamo pufer DPBS do oznake 45 ml ter suspenzijo centrifugiramo pod enakimi pogoji 
kot prvič. Nato v aseptičnih pogojih odlijemo suspernatant, celice resuspendiramo in jim 
dodamo ustrezno količino brezserumskega medija BioTarget-1 (glede na velikost celične 
usedline) ter jih preštejemo. Končne, delovne suspenzije tarčnih celic K562 pripravimo z 
dodajanjem omenjenega brezserumskega medija, glede na potrebe, ki jih definiramo s 
številom razpoložljivih efektorskih celic in uporabljenimi razmerji E:T.  
3.2.3 Test LDH 
3.2.3.1 Priprava 
Pred začetkom izvedbe testa citotoksičnosti LDH vedno naredimo načrt 96 mikrotitrskih 
plošč, na katerem označimo, kaj se nahaja v posamezni vdolbinici. Glede na razpoložljive 
količine efektorskih celic (E) preračunamo njihove koncentracije in volumne delovnih 
suspenzij ter koncentracijo in potreben volumen suspenzije tarčnih celic K562 (T) za 
načrtovana razmerja E:T. Skladno z navodili proizvajalca testnega sestava CytoTox 96® 
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega), pripravimo reagent za izvedbo testa LDH. 
V vodni kopeli, ogreti na 37 ᵒC odtajamo testni pufer in ga 12 ml odpipetiramo v 
zatemnjeni stekleni vsebnik z liofilizirano zmesjo substrata, ga zapremo in dobro 
pretresemo, da dobimo Reagent CytoTox 96®. Preostanek testnega pufra nemudoma 
vrnemo v zamrzovalnik na -20 ᵒC, reagent takoj po pripravi uporabimo za izvedbo testa, 
ostanek pa do naslednje uporabe prav tako zamrznemo na -20 ᵒC (20). 
  
26 
 
3.2.3.2 Inkubacija efektorskih (E) in tarčnih celic K562 (T) v 
ustreznih razmerjih (E:T) 
V ustrezno število vdolbinic mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami v obliki črke V, skladno 
s predhodno izdelanim načrtom, najmanj v trojnikih odpipetiramo vse potrebne slepe in 
posamične kontrole ter mešanice efektorskih (E) in tarčnih celic (T), in sicer v enakih 
volumnih, 100 μl/vdolbinico. Najprej v ustrezne vdolbinice prenesemo po 50 µl suspenzij z 
različnimi koncentracijami efektorskih celic v brezserumskem mediju Biotarget-1. Nato, 
skladno z načrtom v specificirane vdolbinice z efektorskimi celicami, glede na želena 
razmerja E:T, dodamo po 50 µl preračunane količine tarčnih celic K562. V preostalih 
vdolbinicah pripravimo: kontrole za vsako razmerje E:T, ki vsebujejo le ustrezno količino 
efektorskih celic (50 µl), glede na posamezno razmerje in 50 µl medija Biotarget-1; 
kontrole za maksimalno (pozitivna kontrola) in spontano (negativna kontrola) sproščanje 
LDH iz celic K562 (po 6 kontrol za vsako), ki vsebujejo v testu uporabljene količine celic 
v po 50 µl in še 50 µl medija Biotarget-1; slepe kontrole, ki vsebujejo po 100 µl medija 
Biotarget-1. Ker moramo mikrotitrske plošče pred začetkom inkubacij centrifugirati, da 
spravimo efektorske in tarčne celice na dno vdolbinice, jih najprej ustrezno uravnotežimo, 
za kar uporabimo po 100 µl pufra DPBS, ki ga prenesemo v prazne vdolbinice. Nato 
mikrotitrske plošče pokrijemo s pokrovi, ki jih pritrdimo s parafilmom in jih 1 minuto 
centrifugiramo na 2000 obratih na minuto, ob uporabi najmanjše zavore. Potem jih za 5 ur 
postavimo v inkubator (5 % CO2, 37 ᵒC in 95 % vlažnost) (19, 33). 45 minut pred iztekom 
inkubacijskega časa dodamo v 6 vdolbinic, ki so namenjene določitvi maksimalnega 
sproščanja LDH iz celic K562 in v 6 od 12 vdolbinic s slepimi kontrolami po 10 µl 
raztopine za lizo celic (Lysis solution) in mikrotitrske plošče vrnemo nazaj v inkubator 
(20).  
Na začetku poskusov smo preverjali različna razmerja E:T, in sicer 80:1, 40:1, 20:1, 10:1, 
5:1, 2,5:1 in 1,25:1, nato pa izbrali razmerje 20:1, ki nam je, glede na število efektorskih 
celic, predhodne rezultate ter podatke iz strokovne literature, najbolj ustrezalo (20).  
3.2.3.3 Merjenje deleža uničenih/mrtvih tarčnih celic 
Mikrotitrske plošče vzamemo iz inkubatorja in s pomočjo 12-kanalne pipete previdno, da 
ne bi posrkali celic, prenesemo po 50 μl supernatantov v novo mikrotitrsko ploščo s 96 
vdolbinicami z ravnim dnom. Nato, prav tako z 12-kanalno pipeto, v vsako vdolbinico s 
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supernatantom, dodamo po 50 µl reagenta CytoTox 96®, mikrotitrsko ploščo nemudoma 
zavijemo v aluminijasto folijo in jo 30 minut pustimo na sobni temperaturi. Po 30 minutni 
inkubaciji v vsako vdolbinico dodamo po 50 µl na sobno temperaturo predhodno ogrete 
raztopine »Stop Solution«. Meritve absorbance moramo nujno izvesti znotraj 1 ure po 
koncu testa (Slika 5). Mikrotitrsko ploščo z barvnimi reakcijami prenesemo k optičnemu 
čitalcu in iz vseh vdolbinic odstranimo mehurčke zraka, bodisi s fenom ali pa z injekcijsko 
iglo. Posamično mikrotitrsko ploščo vstavimo v čitalec, ki nato pri valovni dolžini 490 nm 
izmeri absorbance v vsaki posamezni vdolbinici. Čitalec avtomatično prilagaja meritve 
glede na količino vzorca v vdolbinici in druge predhodno definirane parametre (20). 
Rezultate poda v obliki Excelove preglednice (Microsoft, ZDA), ki jo shranimo.  
 
Slika 5: Prikaz obarvanosti vdolbinic po končanem testu citotoksičnosti z metodo LDH. 
3.2.3.4 Izračun odstotka citotoksičnosti 
Podatke v Excelovi preglednici obdelamo tako, da najprej od vseh izmerjenih vrednosti 
absorbanc pri 490 nm odštejemo povprečno vrednosti slepe kontrole (samo medij 
Biotarget-1), od 6 meritev pozitivne kontrole (maksimalno sproščanje LDH iz celic K562) 
pa povprečno vrednost 6 slepih kontrol, kjer smo mediju dodali po 10 µl raztopine za lizo 
celic. Nato izračunamo povprečne vrednosti kontrol, ki vsebujejo samo efektorske celice 
[oznaka LDH(E)sp v Enačbi 2], ter spontanega [oznaka LDH(T)sp v Enačbi 2] in 
maksimalnega sproščanja LDH [oznaka LDH(T)max v Enačbi 2] iz tarčnih celic K562. Na 
koncu za vsako od triplikatnih vrednosti posameznega razmerja E:T [oznaka LDH(E:T)eks 
v Enačbi 2] izračunamo odstotek citotoksičnosti, s pomočjo Enačbe 2 (18): 
%𝑐𝑖𝑡𝑜𝑡𝑜𝑘𝑠𝑖č𝑛𝑜𝑠𝑡𝑖 = 100% ×
𝐿𝐷𝐻(𝐸: 𝑇)𝑒𝑘𝑠(𝑂𝐷490) − 𝐿𝐷𝐻(𝐸)𝑠𝑝 − 𝐿𝐷𝐻(𝑇)𝑠𝑝 (𝑂𝐷490)
𝐿𝐷𝐻(𝑇)𝑚𝑎𝑥(𝑂𝐷490) − 𝐿𝐷𝐻(𝑇)𝑠𝑝 (𝑂𝐷490)
 
Enačba 2: Izračun odstotka citotoksičnosti celic NK (20).  
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3.2.4 Določanje obsega citotoksičnosti s pretočno 
citometrijo 
Priprava efektorskih celic je enaka kot pri testu citotoksičnosti LDH. Pred pričetkom si 
prav tako pripravimo načrt za mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami v obliki črke V. 
3.2.4.1 Priprava tarčnih celic K562  
Tarčne celice K562 v 50 ml centrifugirki z navojnim pokrovom, ki jo ovijemo z 
aluminijasto folijo, moramo pred dodatkom k efektorskim celicam in pripravo kontrol, 
inkubirati 20 minut na 37 ᵒC z 1 µl 2,5 µM raztopine CFSE (osnovno raztopino s 5 mM v 
DMSO ustrezno redčimo s pufrom PBS). Po inkubaciji celicam dodamo pufer PBS do 
oznake 25 ml in nato še medij RPMI 1640 do 45 ml ter jih centrifugiramo 5 minut pri 1500 
obratih na minuto brez zavore. Nato v aseptičnih pogojih odlijemo supernatant celice jih 
resuspendiramo in še enkrat speremo na enak način. Po drugem spiranju celice 
suspendiramo v 1-3 ml (odvisno od velikosti usedline) brezserumskega medija Biotarget-1 
in jih preštejemo. Na koncu, skladno z načrtom za eksperiment ter ob upoštevanju količine 
razpoložljivih efektorskih celic (E) in izbranih razmerij E:T, z uporabo medija Biotarget-1, 
pripravimo ustrezno delovno koncentracijo s CFSE označenih tarčnih celic K562 (T).  
3.2.4.2 Inkubacija efektorskih in tarčnih celic K562  
V poskusu, ki smo ga izvedli, smo preverjali le razmerje E:T = 20:1. Mikrotitrske plošče 
smo pripravili na enak način kot za test LDH. Poleg tega pa smo poleg tračnih celic K562 
označenih s CFSE, za analizo s pretočnim citometrom pripravili tudi neoznačene. 
3.2.4.3 Meritve s pretočnim citometrom 
Po končani 5-urni inkubaciji smo v vdolbinice mikrotitrskih plošč dodali po 30 µl 
raztopine barvila 7-aminoaktinomicin D (7-AAD) in jih inkubirali 20 minut pri sobni 
temperaturi. Pred začetkom merjenja smo morali analizirati še nekaj celičnih vzorcev za 
nastavitev parametrov, potrebnih za pridobitev ustreznih rezultatov, in sicer s CFSE 
neoznačene (ocena avtofluorescence) ter s CFSE označene, nato pa še z obema barviloma 
(CFSE in 7-AAD) označene celice K562. Za določitev maksimalne citotoksičnosti smo 
uporabili pozitivne kontrole, kjer so bile celice K562 označene z obema prej omenjenima 
barviloma. Analizirali smo tudi efektorske celice, in sicer neoznačene za določitev ozadja 
ter označene z barvilom 7-AAD, za določitev njihove živosti v odstotkih (24). Nato smo 
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mikrotitrsko ploščo vstavili v pretočni citometer, ki je avtomatično izmeril vse parametre 
pomembne za določitev odstotkov mrtvih celic v eksperimentalnih vzorcih. Žive tarčne 
celice K562 (CFSE+, 7AAD-) so se nahajale v zgornjem levem kvadrantu, mrtve (CFSE+, 
7AAD+) pa v zgornjem desnem kvadrantu točkovnega histograma. Efektorske celice smo 
iz te analize odstranili z nastavitvijo ustreznega filtra, saj niso vsebovale barvila CFSE (24, 
33, 34). Dobljene rezultate smo nato uredili in s pomočjo programa Excel izračunali 
odstotek citotoksičnosti celic NK v vsakem triplikatu posameznega razmerja E:T. 
3.2.5 Statistične analize rezultatov 
Pri vsakem izmed 6 izbranih bolnikov (P1, P6, P9, P11, P13 in P15) smo testirali 
citotoksično aktivnost celic NK v odmrznjenih vzorcih PBMC, izoliranih v različnih 
obdobjih pred, med in po koncu klinične študije, in sicer vsakega v treh paralelkah. Najprej 
nas je zanimalo, kakšna je ponovljivost rezultatov testa LDH, zato smo ga izvedli z 
uporabo efektorskih celic iste zdrave osebe v dveh zaporednih poskusih, v časovnem 
razmiku enega tedna. Preverili smo tudi, ali so za izvedbo testa LDH primernejše 
mikrotitrske plošče z vdolbinicami v obliki črke U ali V. V obeh primerih smo za 
statistično analizo rezultatov uporabili dvosmerno ANOVO s post-hoc testom Šidákove 
večkratne primerjave. Pri vsakem od testiranih bolnikov pa nas je zanimalo ali se 
citotoksična aktivnost celic NK (NKA) tekom eksperimentalne celične imunske terapije, 
izražena v odstotkih citotoksičnosti, statistično značilno razlikuje od kontrolne oziroma 
tiste, določene v vzorcu PBMC, odvzetem pred začetkom klinične študije. V ta namen smo 
uporabili enosmerno ANOVO in Dunnettov test večkratne primerjave, s čimer smo lahko 
sočasno statistično primerjali več rezultatov s kontrolnim in tako zmanjšali tveganje, da bi 
naključno ovrgli ničelno in sprejeli alternativno hipotezo. Pri vseh družinah statističnih 
testov smo uporabili stopnjo tveganja 5 % (α = 0,05). 
3.2.5.1 Šidákov post-hoc test večkratne primerjave 
Kot smo omenili, smo z dvosmerno ANOVO in s Šidákovim post-hoc statističnim testom 
analizirali rezultate dveh vrst eksperimentov (pri enakih razmerjih E:T): ugotavljanja 
ponovljivosti testa LDH in primerjave uporabe mikrotitrskih plošč z različnima oblikama 
vdolbinic.  
Ničelna hipoteza za različni obliki vdolbinic mikrotitrskih plošč: citotoksičnost se ne 
razlikuje statistično značilno glede na uporabljeno vrsto mikrotitrske plošče. 
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Alternativna hipoteza za različni obliki vdolbinic mikrotitrskih plošč: Citotoksičnost 
se razlikuje statistično značilno glede na uporabljeno vrsto mikrotitrske plošče.  
Ničelna hipoteza za ponovljivost testa LDH: Citotoksičnost se ne razlikuje signifikantno 
glede na čas izvedbe testa. 
Alternativna hipoteza za ponovljivost testa LDH: Citotoksičnost se razlikuje 
signifikantno glede na čas izvedbe testa. 
Rezultat statistične analize nam poda interval zaupanja, v katerem se nahajata primerjani 
meritvi, če nista statistično različni. Kadar pa sta njuni vrednosti izven tega intervala, to 
pomeni, da sta statistično značilno različni.  
3.2.5.2 Dunnettov post-hoc test večkratne primerjave 
Pri vsakem bolniku smo primerjali rezultate NKA v vzorcih PBMC, odvzetih kadarkoli po 
prvi aplikaciji polne ali prazne (placebo) celične vakcine odmerka, glede na kontrolo 
oziroma vrednost NKA pred začetkom študije. Neodvisne spremenljivke so bili vzorci iz 
različnih časovnih točk klinične študije, odvisne pa izračunani odstotek citotoksičnosti 
(vrednosti NKA). Pri tem smo postavili naslednje ničelne in alternativne hipoteze:  
Ničelna hipoteza: Odstotek citotoksičnosti posameznega vzorca ni statistično značilno 
različen od odstotka citotoksičnosti kontrolnega vzorca.  
Alternativna hipoteza: Odstotek citotoksičnosti posameznega vzorca je statistično 
značilno različen od odstotka citotoksičnosti kontrolnega vzorca. 
Vrednosti NKA kontrolnega vzorca za Dunnettov post-hoc test večkratne primerjave so v 
večini primerov oziroma pri večini bolnikov (P1, P6, P9 in P11) predstavljali izračuni 
citotoksičnosti dveh vzorcev PBMC, odvzetih pred začetkom študije, v dveh primerih (P13 
in P15) pa smo imeli na razpolago le en kontrolni vzorec.  
Rezultat post-hoc testa nam poda interval zaupanja, v katerem se nahajata obe meritvi, če 
se med seboj statistično značilno ne razlikujeta. Kadar pa so vrednosti primerjanih meritev 
zunaj tega intervala, to pomeni, da sta statistično značilno različni.  
Za izvedbo vseh opisanih statističnih analiz in grafične predstavitve rezultatov smo 
uporabljali program GraphPad Prism®, verzijo 6.07 (GraphPad, ZDA).  
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Preglednica I: Povzetek statistične analize ponovljivosti rezultatov testa LDH - dvosmerna ANOVA in Šidákov post-hoc 
test večkratne primerjave. 
Razmerje celic 
(E:T) 
95 % interval 
zaupanja 
Povprečna 
citotoksičnost  
18. 4. 2018 
Povprečna 
citotoksičnost 
25. 4. 2018 
40:1 20,26 % – 41,81 % 31,03 % 31,80 % 
20:1 8,16 % – 29,71 % 18.93 % 17,83 % 
4.2 Določanje najprimernejšega razmerja E:T 
Za ugotavljanje NKA lahko uporabimo več razmerij E:T, pri čemer pa smo omejeni s 
količino razpoložljivih efektorskih celic (E). Odločili smo se, da preverimo, katero je 
najustreznejše za naše potrebe. Število uporabljenih celic K562 v eksperimentu je bilo 104 
na vdolbinico, saj v literaturi poročajo, da so pri tej koncentraciji tarč rezultati najbolj 
zanesljivi in ponovljivi (20). Kot efektorske celice pa smo, tako kot za ugotavljanje 
ponovljivosti testa LDH, uporabili PBMC krvodajalca z oznako »BCII«. Test smo izvedli 
v naslednjih razmerjih E:T: 80:1; 40:1; 20:1; 10:1; 5:1; 2,5:1 in 1,25:1 pri čemer smo 
spreminjali samo koncentracije efektorskih celic.  
 
Slika 7: Grafična predstavitev rezultatov testa LDH, ki smo ga pri različnih razmerjih E:T, izvedli za določanje odstotka 
citotoksičnosti celic NK zdrave osebe (krvodajalec z oznako BCII).  
Občutljivost testa LDH je pri nižjih razmerjih E:T: 5:1, 2,5:1 in 1,25:1 premajhna, pri 
razmerjih 10:1, 20:1 in 40:1 pa se odstotki citotoksičnosti celic NKA skoraj linearno 
povečujejo. Zato, predvsem pa zaradi omejene količine razpoložljivih efektorskih celic ter 
podatkov iz literature, smo se odločili, da bomo za vsa nadaljnja določanja NKA pri 
poskusih uporabljali razmerje E:T = 20:1 (35, 36). 
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standardnega odklona prevelika, da bi lahko dokazali, da je bila tudi v tem primeru 
statistično značilno večja (Slika 8 in Preglednica II). 
Preglednica II: Povzetek statistične analize primerjave rezultatov testov LDH, izvedenih vzporedno v mikrotitrskih 
ploščah z vdolbinicami v obliki črk U in V - dvosmerna ANOVA in Šidákov post-hoc test večkratne primerjave. 
Razmerje E:T 95 % interval zaupanja 
Povprečna 
citotoksičnost - 
vdolbinice U 
Povprečna 
citotoksičnost - 
vdolbinice V 
40:1 8,75 % – 25,51 % 17,13 % 31,80 % ** (p<0,01) 
20:1 6,85 % – 23,61 % 15,23 % 17,83 % 
4.4 Odstotki z adherenco na plastiko 
odstranjenih celic 
Potem, ko smo odmrznili vzorce PBMC za izvedbo testov citotoksičnosti NK, smo iz njih 
z adherenco na plastično površino odstranili vse adherentne celice (predvsem monocite). 
Odstotke odstranjenih celic iz posameznih vzorcev smo ugotavljali s štetjem pred in po 
adherenci. Razpoložljivi rezultati (ne za vse vzorce) so kumulativno predstavljeni v 
Preglednici XI. Precejšnje razlike v deležih odstranjenih adherentnih celic so posledica 
različnih količin tovrstnih in tudi proapoptotičnih celic (propadejo tekom adherence preko 
noči) v posameznih suspenzijah PBMC.  
Preglednica III: Za vzorce PBMC vsakega bolnika smo izračunali povprečne izplene celic (v odstotkih), in sicer iz razlik 
med njihovim številom pred in po adherenci na plastiko. Izračunali smo tudi vrednosti pripadajočih standardnih 
odklonov. 
Bolnik P1 P6 P9 P11 P13 P15 Skupaj 
Št. meritev 9 11 12 6 9 5 52 
Povprečje 
odstranjenih celic 
28,65 
% 
40,48 
% 
46,91 
% 6,11 % 
26,22 
% 
28,90 
% 32,09 % 
St. odklon 14,25 % 
10,60 
% 
10,37 
% 
26,12 
% 
24,21 
% 
12,69 
% 20,14 % 
4.5 Rezultati meritev vzorcev izbranih bolnikov 
Bolnikom so odvzeli vzorce periferne krvi 4-8 tednov pred začetkom eksperimentalne 
celične imunske terapije, vedno tik pred vsako aplikacijo polne vakcine ali placeba ter 4-8 
tednov po zadnji vakcinaciji. Po končani klinični študiji so, glede na njihovo različno 
odzivnost, temelječo na kliničnih parametrih, medicinski izvajalci študije izmed vseh 
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sodelujočih izbrali 6 bolnikov, ki smo jim določali NKA. Klinični kriteriji so bili 
postavljeni v skladu z dobro klinično prakso specialistov urologov in niso predmet te 
magistrske naloge. Omenjene bolnike so razdelili v tri skupine. V prvo so uvrstili bolnika 
P11 in P15, ki sta imela od vseh 6 najslabšo klinično sliko, v drugo bolnika P1, pri katerem 
je bilo klinično stanje ocenjeno povprečno, v tretjo pa bolnike P6, P9 in P13, ki so se, 
glede na klinične kriterije, na eksperimentalno zdravljenje odzvali najbolje.  
Obseg citotoksičnosti celic NK smo ugotavljali z merjenjem sproščenega LDH iz tarčnih 
celic K562 v medij med njihovo 5-urno inkubacijo z efektorskimi celicami (test LDH). Pri 
dveh bolnikih smo citotoksičnost celic NK vzporedno določili tudi s pretočno citometrijo. 
Kot smo že omenili, smo za vse poskuse izbrali najbolj primerno razmerje E:T = 20:1.  
Za statistično analizo rezultatov ugotavljanja odstotka citotoksičnosti celic NK smo v vseh 
primerih uporabili enosmerni test ANOVA z Dunnettovim post-hoc testom večkratne 
primerjave. Možnost napake prve vrste za celotno skupino primerjanih rezultatov smo pri 
vsakem posameznem bolniku postavili na mejo 5 % (α = 0,05). Zaradi uporabe 
Dunnettovega testa so se meje v primeru statistično značilnih razlik med primerjanimi 
rezultati vzorcev posameznega bolnika spreminjale, in sicer v odvisnosti od njihovega 
števila in vrednosti rezultatov.   
Pri analizah rezultatov smo se posvetili predvsem tistim, ki predstavljajo pomembne 
časovne točke oziroma informacije tekom vakcinacije in so pomembni za ocenjevanje 
pomena določanja NKA pri bolnikih z rakom prostate. V to skupino smo uvrstili naslednje 
vzorce: odvzete pred prvo aplikacijo, bodisi najprej prazne oziroma placebo (oznaka pred 
P) ali pa popolne celične vakcine (oznaka pred V); tiste po končanem prvem (oznaki: 
bodisi po P4 ali po V4) in drugem, menjalnem (»cross-over«) ciklu vakcinacije, ko so 
bolniki, ki so najprej prejeli prazno, dobili polno vakcino, in obratno (oznaki: bodisi po V4 
ali po P4); ter še dva zadnja (oznaki: predzadnji in zadnji vzorec). Izpostavili smo tudi vse 
tiste rezultate preostalih vzorcev, ki so bili statistično značilno različni od kontrolnih.  
4.5.1 Bolnika s klinično ocenjeno slabšo 
odzivnostjo  
4.5.1.1 Bolnik P11  
Bolniku P11, ki so ga glede na klinične kriterije, uvrstili med preiskovance s slabo klinično 
oceno, so tekom eksperimentalne terapije odvzeli 12 vzorcev periferne krvi: dva različna v 
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Na grafu (Slika 11) vidimo, da tudi v tem primeru, torej tako kot pri testu LDH, med 
primerjanimi odstotki citotoksičnosti glede na kontrolno vrednost (pred P) ni statistično 
značilnih razlik. Rezultati statistične analize so predstavljeni v Preglednici VI.  
Preglednica VI: Povzetek statistične analize rezultatov določanja odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih bolnika 
P15 s pretočno citometrijo - enosmerna ANOVA z Dunnettovim post-hoc testom večkratne primerjave. 
Oznaka vzorca 95 % interval zaupanja  
Kontrolni 
vzorec 
Povprečne 
citotoksičnosti vzorcev 
Po P4 23,76 % - 39,50 % 31,63 % 23,33 % 
Pred V 23,76 % - 39,51 % 31,63 % 28,07 % 
Po V4 23,76 % - 39,51 % 31,63 % 31,30 % 
Pr. zadnji vzorec 23,76 % - 39,51 % 31,63 % 29,57 % 
Zadnji vzorec 23,76 % - 39,50 % 31,63 % 31,93 % 
4.5.2 Bolnik s klinično ocenjeno srednje dobro 
odzivnostjo 
4.5.2.1 Bolnik P1 
Bolniku P1 s povprečno oceno kliničnih parametrov po opravljeni študiji, so tekom njene 
izvedbe odvzeli 12 vzorcev periferne krvi, in sicer: prva dva pet in tri tedne pred začetkom 
terapije (oznaki: pred Pa in pred Pb), tiste, z oznakami po P1, P2, P3 in po P4 po aplikaciji 
vsakega predhodnega odmerka placeba, vzorec pred V pred aplikacijo prve popolne 
vakcine, ostali z oznakami po V1, po V2, po V3 in po V4 po aplikaciji vsakega 
predhodnega odmerka popolne vakcine, zadnji pa tri tedne po zadnjem odmerku popolne 
vakcine. Glede na izplene efektorskih celic smo v ustrezne vdolbinice prenesli po 8,75 ×
103 tarčnih celic, razen v primeru vzorcev Pa in Pb, pri katerih smo imeli na razpolago 
manj efektorskih celic, zato smo pri njihovih kombinacijah E:T = 20:1 uporabili po 6,25 ×
103 tarčnih celic. 
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Slika 12: Grafična predstavitev izračunanih odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih neadherentnih PBMC bolnika 
P1 pri razmerjih E:T = 20:1. Kjer je znotraj stolpcev uporabljena oznaka n=2, to pomeni, da sta bili za določitev 
citotoksičnosti uporabljeni le 2 od treh meritev. A) Vsi rezultati in B) samo izbrani rezultati Prikazane so povprečne 
vrednosti in vrednosti standardnih odklonov ter statistično značilne razlike, glede na: A - kontrolni vzorec pred Pa, in B – 
povprečno vrednost kontrolnih vzorcev pred Pa in pred Pb. 
Ko smo vse vrednosti odstotkov citotoksičnosti primerjali z vrednostjo kontrolnega vzorca 
pred Pa (Slika 12 A), smo ugotovili, da statistično značilno, in sicer pozitivno, odstopa le 
vzorec z oznako »po P2« (sivo obarvana vrstica v Preglednici VII). Na Sliki 12 B pa iz 
grafičnega prikaza primerjav samo izbranih rezultatov razberemo, da sta imela vzorca z 
oznakama »pred V« in »zadnji vzorec« statistično značilno manjše vrednosti od povprečne 
kontrolne vrednosti (vzorca pred Pa in pred Pb) (Preglednica VII).  
Preglednica VII: Povzetek statistične analize rezultatov določanja odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih bolnika 
P1 s testom LDH - enosmerna ANOVA z Dunnettovim post-hoc testom večkratne primerjave. V sivo označeni vrstici je 
prikazan edini rezultat med vsemi primerjanimi (Slika 12 A), ki je bil statistično značilno različen (večji) od kontrolnega 
(pred Pa). Ostale vrstice pa prikazujejo rezultate primerjav samo izbranih vzorcev (po P4, pred V, po V4 in zadnji 
vzorec) s kontrolnim (povprečje vrednosti vzorcev pred Pa in pred Pb) (Slika 12 B). 
Oznaka 
vzorca 95 % interval zaupanja  
Kontrolni 
vzorec 
Povprečne 
citotoksičnosti vzorcev 
Po P2 1,25 % - 12,35 % 6,80 % 13,60 %* (p<0,05) 
Po P4 4,81 % - 12,10 % 6,83 % 7,33 % 
Pred V 4,81 % - 8,84 % 6,83 % 4,07 %** (p<0,01) 
Po V4 4,81 % - 8,84 % 6,83 % 5,10 % 
Zadnji vzorec 4,81 % - 8,84 % 6,83 % 4,20 %* (p<0,05) 
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4.5.3 Bolniki s klinično ocenjeno dobro 
odzivnostjo 
4.5.3.1 Bolnik P6  
Bolniku P6 z dobro oceno kliničnih parametrov, so pred (pred Va in pred Vb) in med 
študijo (po V1, po V2, po V3, po V4, pred P, po P1, po P2, po P3 in po P4) odvzeli 11 
vzorcev periferne krvi. Pri njem so v prvem ciklu vakcinacije aplicirali štiri odmerke 
popolne vakcine. Glede na število efektorskih celic smo v vseh kombinacijah E:T = 20:1 
uporabili po 7,5 × 103 tarčnih celic, z izjemo vzorca V3, kjer smo po adherenci dobili 
najmanj PBMC, zato smo v tem primeru število celic K562 zmanjšali na 6,25 × 103 na 
vdolbinico.  
A B 
  
Slika 13: Grafična predstavitev izračunanih odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih neadherentnih PBMC bolnika 
P6 pri razmerjih E:T = 20:1. Kjer je znotraj stolpcev uporabljena oznaka n=2, to pomeni, da sta bili za določitev 
citotoksičnosti uporabljeni le 2 od treh meritev. A) Vsi rezultati in B) samo izbrani rezultati. Prikazane so povprečne 
vrednosti in vrednosti standardnih odklonov ter statistično značilne razlike glede na: A - kontrolni vzorec pred Va, in B – 
povprečno vrednost kontrolnih vzorcev pred Va in pred Vb. 
Iz predstavljenih grafov (Slika 13 A in B) je razvidno, da so bili odstotki citotoksičnosti 
celic NK tekom terapije v skoraj vseh vzorcih večji od kontrolnih vrednosti. Pri vzorcih z 
oznakami »po V«, »po V2«, »po V4« ter »pred P«, »po P1« in »po P4« so bile te razlike 
statistično značilne glede na vrednost kontrolnega vzorca »pred Va« (Slika 13 A; sivo 
obarvane vrstice v Preglednici VIII). Tudi z analizo samo izbranih vzorcev (po V4, pred P 
in po P4), smo pričakovano ugotovili, da so bile njihove vrednosti statistično značilno 
večje od kontrolne (povprečna vrednost vzorcev pred Va in pred Vb) (Slika 13 B; preostale 
vrstice v Preglednici VIII).  
Preglednica VIII: Povzetek statistične analize rezultatov določanja odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih bolnika 
P6 s testom LDH - enosmerna ANOVA z Dunnettovim post-hoc testom večkratne primerjave. V sivo obarvanih vrsticah 
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so prikazani rezultati (Slika 13 A), ki so bili statistično značilno višji od kontrolnega (pred Va). Ostale vrstice pa 
prikazujejo rezultate primerjav samo izbranih vzorcev (po V4, pred P in po P4) s kontrolnim (povprečje vrednosti 
vzorcev pred Va in pred Vb) (Slika 13B), ki so bili vsi statistično značilno različni. 
Oznaka 
vzorca 
95 % interval 
zaupanja  
Kontrolni 
vzorec 
Povprečne 
citotoksičnosti vzorcev 
Po V1 -1,40 % - 12,99 % 5,80 % 13.13 %* (p<0,05) 
poV2 -1,39 % - 12,99 % 5,80 % 21.10 %**** (p<0,0001) 
Po V4 0,45 % - 10,05 % 5,25 % 15.05 %** (p<0,01) 
Pred P 2,02 % - 9,48 % 5,25 % 14.20 %** (p<0,01) 
Po P1 -1,39 % - 12,99 % 5,80 % 14.20 %* (p<0,05) 
Po P4 0,45 % - 10,05 % 5,25 % 15.05 %** (p<0,01) 
4.5.3.2 Bolnik P9 
Bolnika P9 so, tako kot bolnika P6, glede na klinične kriterije, uvrstili v najboljšo skupino. 
Pri njem so v prvi fazi študije aplicirali prazno vakcino oziroma placebo. Bolniku so 
odvzeli 13 vzorcev periferne krvi, in sicer: dva »pred Pa« in »pred Pb«, prvega 8 in drugega 
4 tedne pred začetkom eksperimentalne terapije, štiri 1 teden po vsaki aplikaciji placeba 
(vzorci po P1, po P2, po P3 in po P4), enega pred začetkom uporabe popolne vakcine (pred 
V), štiri en teden po vsaki aplikaciji vakcine (po V1, po V2, po V3 in po V4) in dva po 
koncu dajanja vakcin (predzadnji in zadnji vzorec). Zaradi omejenih količin shranjenih 
PBMC in nekaj neuspelih poskusov, za testiranje NKA žal nismo mogli uporabiti vzorcev 
z oznakami »po P2«, »po V1« in »po V3«. Števila preostalih efektorskih celic pa so bila 
takšna, da smo morali v kombinacijah E:T = 20:1 uporabiti po 6,25 × 103 tarčnih celic 
K562.  
A B 
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Slika 14: Grafična predstavitev izračunanih odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih neadherentnih PBMC bolnika 
P9 pri razmerjih E:T = 20:1. Kjer je znotraj stolpcev uporabljena oznaka n=2, to pomeni, da sta bili za določitev 
citotoksičnosti uporabljeni le 2 od treh meritev. A) Vsi rezultati in B) samo izbrani rezultati. Prikazane so povprečne 
vrednosti in vrednosti standardnih odklonov ter statistično značilne razlike glede na: A - kontrolni vzorec pred Pb, in B – 
povprečno vrednost kontrolnih vzorcev pred Pa in pred Pb. 
Pri primerjanju rezultatov vseh vzorcev proti kontrolni vrednosti »pred Pb« smo ugotovili, 
da je statistično značilno izstopal le vzorec »po P3« (Slika 14 A in sivo obarvana vrstica v 
Preglednici IX). Analiza razlik rezultatov med izbranimi vzorci (po P4, pred V, po V4 in 
zadnji vzorec) ter kontrolo (povprečna vrednost citotoksičnosti vzorcev pred Pb in pred Pa) 
pa je pokazala statistično značilno odstopanje tudi za vzorec »po P4« (Slika 14 B in 
Preglednica IX). 
Preglednica IX: Povzetek statistične analize rezultatov določanja odstotkov citotoksičnosti celic NK v vzorcih bolnika P9 
s testom LDH - enosmerna ANOVA z Dunnettovim post-hoc testom večkratne primerjave. V sivo obarvani vrstici je 
prikazan edini rezultat med vsemi primerjanimi »po P3« (Slika 14 A), ki je bil statistično značilno različen (večji) od 
kontrolnega (pred Pb). Ostale vrstice pa prikazujejo rezultate primerjav samo izbranih vzorcev (po P4, pred V, po V4 in 
zadnji vzorec) s kontrolnim (povprečje vrednosti vzorcev pred Pa in pred Pb), s statistično značilno različnim vzorcem »po 
P4« (Slika 14. B). 
Oznaka 
vzorca 
95 % interval 
zaupanja  
Kontrolni vzorec Povprečne 
citotoksičnosti vzorcev 
Po P3 3,91 % - 17,84 % 10,88 % 22,40 %*** (p<0,001) 
Po P4 6,34 % - 16,46 % 11.40 % 16.87 %* (p<0,05) 
Pred V 7,07 % - 15,73 % 11.40 % 12.46 % 
Po V4 7,07 % - 15,73 % 11.40 % 8.120 % 
Zadnji vzorec 6,34 % - 16,46 % 11.40 % 13.60 % 
4.5.3.3 Bolnik P13 
Pri njem smo, tako kot pri bolniku P15, odstotke citotoksičnosti celic NK določali tako s 
testom LDH kot tudi s pretočno citometrijo. 
4.5.3.3.1 Določitev odstotkov citotoksičnosti celic NK s testom 
LDH 
Bolnik P13 je bil zadnji med tistimi iz skupine z dobro oceno kliničnih parametrov. V prvi 
fazi eksperimentalne klinične študije je prejel štiri odmerke praznega cepiva oziroma 
placeba. Testirali smo samo izbrane vzorce PBMC, in sicer: vzorec, odvzet 3 tedne pred 
pričetkom eksperimentalne celične terapije (pred P); vzorec, odvzet 1 teden po aplikaciji 
zadnjega odmerka placeba (po P4); vzorec odvzet 1 teden po aplikaciji popolne vakcine 
(po V4) ter vzorca odvzeta 4 (predzadnji vzorec) in 8 tednov (zadnji vzorec) po zadnji 
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5 Razprava 
Celice NK so zelo pomemben del imunskega sistema, saj človeški organizem kot prve 
učinkovito branijo, in sicer predvsem pred napredovanjem virusnih okužb in razrastom 
rakavo spremenjenih celic, za kar ne potrebujejo predhodne senzitizacije.  
Ker se v zadnjem času vse bolj uveljavljajo različne oblike imunskih terapij rakavih 
bolezni, ki jih v večini primerov še vedno klinično preskušajo, je pred raziskovalci pogosto 
zelo težka naloga, da s pomočjo različnih, zlasti funkcijskih imunskih testov in vitro 
dokažejo na kakšen način delujejo oziroma kateri efektorski imunski mehanizmi so 
odgovorni za njihovo učinkovitost. Tudi naši poskusi, s katerimi smo vrednotili 
neposredno citotoksično aktivnost celic NK bolnikov, ki so sodelovali v eksperimentalni 
celični imunski terapiji raka prostate, predstavljajo del tovrstnih testov in ponujajo 
dragocen vpogled v mehanizme delovanja imunskih terapij.  
5.1 Časovna stabilnost citotoksične aktivnosti 
celic NK  
V strokovni literaturi večinoma najdemo podatke, da je aktivnost celic NK oziroma NKA 
skozi daljše časovno obdobje stabilna in se ne spreminja bistveno (17). Seveda pa obstajajo 
tudi podatki, ki dokazujejo nasprotno torej, da obsegi njihove citotoksičnosti, določeni v 
različnih časovnih točkah variirajo (37, 38). V okviru nekaterih študij so namreč odkrili, da 
je NKA odvisna od starosti, spola, kajenja, kroničnega uživanja alkohola in virusnih 
okužb, v drugih pa tovrstnih povezav niso opazili (17). Dejstvo pa je, da obstaja velika 
inter-individualna variabilnost v NKA med posamezniki, ki so podobnih starosti in imajo 
podoben življenjski stil (17). Zato je zanimiva naša ugotovitev, da je pri večini bolnikov, ki 
smo jih testirali, citotoksičnost celic NK variirala oziroma se spreminjala glede na časovne 
točke odvzemov vzorcev periferne krvi med študijo. Vzrokov za to je seveda lahko več. 
Glede na podatke iz literature bi bilo teoretično možno, da smo v izbrani vzorec bolnikov 
zajeli osebe, za katere je značilno, da nimajo stabilnih NKA skozi daljše časovno obdobje, 
kar pa je, glede na praktično enake vrednosti citotoksičnosti celic NK določene v vzorcih 
PBMC, odvzetih pred začetkom eksperimentalne terapije, praktično nemogoče (37, 38). 
Zato predvidevamo, da je najverjetnejši vzrok za opažena nihanja citotoksičnosti pri večini 
preiskovancev (P1, P6, P9 in P11) v določenih, razmeroma kratkih časovnih razmikih, prav 
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aplikacija imunske celične terapije. Ker pa smo omenjeni pojav opazili v obeh fazah 
klinične študije, torej tako takrat, ko so bolniki prejeli popolno, kot tudi takrat, ko so jim 
aplicirali prazno vakcino (placebo), smo to pripisali sočasni uporabi obsevanih alogenskih 
levkocitnih koncentratov, ki so jih prejeli v obliki i.v. infuzij sočasno z vakcinacijo za 
nespecifično pro-vnetno vzpodbuditev imunskega sistema. Prav tako lahko na 
citotoksičnost NK celic vplivajo tudi dejavniki okolja, ki pa jih nismo beležili, kot so 
virusne okužbe, morebitne spremembe v navadah bolnikov tekom študije in podobno. Pri 
bolnikih P13 in P15 se odstotki citotoksičnosti celic NK tekom študije niso bistveno 
spreminjali. Glede na to, da je bil bolnik P13 uvrščen v skupino preiskovancev, ki so se 
glede na klinične kriterije dobro odzvali na eksperimentalno celično terapijo, bolnik P15 pa 
uvrščen v skupino s slabo odzivnostjo, predvsem pa glede na majhno število vseh testiranih 
preiskovancev, ne moremo trditi, da bi spremembe ali stabilnost opaženih odstotkov 
citotoksičnosti celic NK lahko povezali z uspešnostjo preskušane imunske celične terapije. 
V zvezi s spremembami odstotkov citotoksičnosti celic NK, ki smo jih zabeležili v 
posameznih časovnih točkah tekom študije, lahko sklepamo, da te odražajo del reaktivnosti 
imunskega sistema posameznih bolnikov na aplikacijo vakcine in nespecifičnih 
spodbujevalcev imunskega sistema.  
Seveda pa ne smemo mimo dejstva, da so za uspešnost ali neuspešnost eksperimentalne 
terapije v bistveno večji meri odgovorne druge vrste celic, zlasti antigensko specifični 
protitumorski CD8+ citotoksični limfociti T (pridobljeni del imunosti), kar pa bi bilo 
potrebno še dokazati.  
5.2 Povezava med parametri izmerjenimi in 
vitro ter citotoksično aktivnostjo celic NK in 
vivo 
Neposredno citotoksičnost celic NK zoper modelne tarčne celice K562 in vitro je seveda 
težko neposredno povezati z njihovo dejansko protitumorsko aktivnostjo in vivo. Tovrstno 
povezavo so sicer preučevali v eksperimentalnih modelih miši, ki imajo zaradi slabšega 
citotoksičnega delovanja celic NK večjo verjetnost za nastanek tumorjev po injiciranju 
tumorskih celic kot tiste z normalno delujočo prirojeno imunostjo (17). Poleg tega so pri 
bolnikih z mielodisplastičnim sindromom, za katere je značilna neučinkovita hematopoeza 
in velika nagnjenost k razvoju akutne mieloične levkemije, ugotovili, da imajo mnogo 
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manjšo citotoksičnost celic NK kot zdravi posamezniki, kar bi bil lahko eden izmed 
razlogov za razvoj rakavega obolenja (39). Prav tako pa so v okviru enajst let trajajoče 
kohortne študije dokazali povezanost med nižjo NKA, ki so jo določali z merjenjem 
neposredne citotoksičnosti celic NK in vitro ter višjo incidenco rakavih obolenj v kasnejših 
letih (36). Aktivnost celic NK lahko določamo tudi z merjenjem sproščanja IFN-γ po 
njihovi aktivaciji, kar lahko povežemo z njihovo aktivnostjo in vivo, saj ta citokin na 
celičnem nivoju spodbuja razvoj vnetnih imunskih reakcij in aktivira celice imunskega 
sistema za boj proti raku. V eni od študij so dokazali, da je pri miših boljša sposobnost 
proizvajanja in izločanja IFN-γ celic NK povezana z večjim deležem zavrnjenih presajenih 
tumorjev (40). Novejše metode določanja NKA, ki imajo precej boljšo napovedno moč, pa 
temeljijo na regresijskih modelih, v katerih za izračun citotoksične aktivnosti upoštevajo 
različne dejavnike, na primer delež celic NK med PBMC oziroma limfoidnimi celicami, 
nivoje mRNA za aktivirajoče receptorje NKp46, grancim B, ligand receptorja Fas (FasL) 
ter za citokina TNF-α in IFN-γ. Glede na navedena dejstva sklepamo, da kombinacija 
meritev neposredne citotoksičnosti celic NK ter njihovega sproščanja IFN-γ in vitro 
predstavljata tisti funkcijski lastnosti, ki v veliki meri odražata njihovo aktivnost in vivo.  
5.3 Povezanost med citotoksično aktivnostjo 
celic NK (NKA) in klinično sliko 
V literaturi smo zasledili nasprotujoče si podatke glede korelacije med NKA in 
izboljšanjem klinične slike rakavih bolezni (8, 16, 18). V dveh starejših člankih navajajo, 
da obstaja povezava med večjo NKA in izboljšanjem poteka raka prostate (8, 18). V obeh 
primerih so citotoksično aktivnost celic NK ocenjevali z merjenjem koncentracij 
sproščenega IFN-γ. Ugotovili so tudi, da obstaja povezava med višjim stadijem bolezni in 
manjšo NKA. V okviru novejše študije pa so odkrili, da je povezava med NKA in 
kliničnimi parametri pri bolnikih z rakom prostate zelo šibka oziroma je praktično ni (16). 
Tudi v tem primeru so za merjenje citotoksične aktivnosti celic NK uporabili merjenje 
koncentracij sproščenega IFN-γ. Poleg tega so z NKA primerjali vrednosti Gleasonovih 
točk, ki opisujejo stadij bolezni ter koncentracij PSA v krvi, pri čemer prav tako niso 
odkrili statistično značilnih povezav (16). Zasledili pa smo tudi članke, v katerih poročajo 
o statistično značilni povezanosti med visoko citotoksično aktivnostjo celic NK in 
podaljšanim preživetjem (za več kot 18 mesecev) bolnikov z rakom prostate (41). O 
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povezavi med večjo NKA in podaljšanim preživetjem poročajo tudi v članku, kjer sicer 
niso uspeli dokazati statistično značilne povezanosti med aktivnostjo celic NK in 
kliničnimi parametri bolnikov z rakom prostate (16). Pri vseh navedenih študijah niso 
upoštevali dejavnikov okolja, na primer prisotnosti virusnih okužb, vplivov različnih 
življenjskih stilov bolnikov in podobno Prav tako so za vrednotenje stopnje NKA izbrali 
merjenje količine sproščenega IFN-γ, ki ima manj dokazov za dobro korelacijo med 
podatki zbranimi in vitro ter in vivo. Tudi v naših poskusih nismo opazili jasne povezave 
med ocenjenim kliničnim stanjem izbranih bolnikov in njihovo NKA. Težave smo imeli 
predvsem z razmeroma velikimi razlikami med posameznimi meritvami posameznih 
vzorcev (velike vrednosti standardnih odklonov) s testom sproščanja LDH. Glede na 
podatke iz literature bi lahko morda pri bolnikih s slabšo klinično sliko opazili zmanjšanje 
vrednosti citotoksičnosti celic NK, pri tistih z dobro odzivnostjo pa njeno zvišanje, vendar 
takšni trendi niso bili dovolj izraziti. Med testiranimi bolniki z dobro klinično odzivnostjo 
na eksperimentalno imunsko celično protitumorsko terapijo je le tisti z oznako P6 ustrezal 
omenjenim pričakovanjem, ob njem pa, le pogojno, tudi bolnik P13. Pri bolniku P15 smo 
opazili trend upadanja oziroma stagniranja odstotkov citotoksičnosti celic NK tekom 
študije. Ker so ga uvrstili med preiskovance s slabšo klinično oceno, lahko trdimo, da 
ustreza zgoraj opisanim pričakovanjem. Za natančnejše in zanesljivejše določanje povezav 
bi morali rešiti kar nekaj tehničnih težav pri izvedbi testov LDH, obravnavati večje število 
bolnikov ter jih spremljati dalj časa, saj je znano, da se lahko raznovrstni pozitivni efekti 
imunske terapije pokažejo šele precej kasneje (42). Klinično preskušanje varnosti 
eksperimentalne protitumorske celične imunske terapije bolnikov z rakom prostate ni bilo 
zasnovano tako, da bi v odvzetih vzorcih krvi bolnikov lahko zanesljivo ugotavljali 
povezanost med NKA in kliničnim stanjem preiskovancev med študijo in po njenem 
zaključku, kar je tudi pomembno dejstvo, ki je vplivalo na naše rezultate. Kljub temu 
rezultati nekaterih testiranih bolnikov (P6, P13 in P15) nakazujejo, da bi morda lahko ob 
pravilno načrtovani študiji uspeli dokazali korelacijo med NKA in kliničnim stanjem 
preiskovancev.  
5.4 Rezultati naših poskusov  
V naših poskusih smo merili citotoksičnost vzorcev efektorskih celic proti tarčnim celicam 
K562. Efektorske celice so vsebovale predvsem limfocite in NK celice, saj smo večino 
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ostalih celic (eritrocite in granulocite) izločili najprej s centrifugiranjem razredčenih krvnih 
vzorcev na raztopini Lympholyte®-H, nato pa, po odmrzovanju v tekočem N2 shranjenih 
PBMC, še z adherenco na plastiko. S tem smo se znebili predvsem monocitov, za katere so 
poročali, da lahko zavirajo citotoksično delovanje celic NK (14). Kot smo že omenili, so 
celice NK edine imunske celice, ki lahko brez predhodne senzitizacije in aktivacije uničijo 
tarčne celice K562, zato sklepamo, da so bile v naših poskusih odgovorne za celokupno 
citotoksično delovanje.  
5.4.1 Ponovljivost rezultatov testa LDH  
Ponovljivost določanja odstotkov citotoksičnosti celic NK s testom LDH smo zaradi 
pomanjkanja vzorcev PBMC bolnikov, ki so bili vključeni v klinično preskušanje, 
ugotavljali s PBMC krvodajalca (BCII), ki smo jih izolirali iz levkocitnega koncentrata 
(buffy-coat). Poskus z njegovimi celicami smo izvedli v dveh, med seboj en teden ločenih 
časovnih točkah, in sicer pri razmerjih E:T = 40:1 in E:T = 20:1. Ugotovili smo, da je bil 
test LDH dobro ponovljiv (Slika 6) pri obeh razmerjih E:T in da so bile vrednosti 
standardnih odklonov povprečij meritev v trojnikih razmeroma majhne. Sicer pa lahko 
prihaja do manjših razlik med meritvami predvsem zaradi razlik v kakovosti efektorskih 
celic, razlik v časih inkubacije mikrotitrskih plošč, po dodatku reagenta ter zaradi 
morebitnih motenj (zračni mehurčki, različni volumni v vdolbinicah mikrotitrske plošče) 
ali napak pri meritvah z optičnim čitalcem. Med pogoste vzroke napak sodita 
nehomogenost celične suspenzije pri štetju celic in pri njenem pipetiranju v vdolbinice 
mikrotitrske plošče. S to težavo smo se najizraziteje srečali pri štetju PBMC bolnika P11 
pred adherenco in po njej, ko smo po odstranitvi monocitov našteli celo več celic kot pred 
njo.  
5.4.2 Optimalno razmerje efektorskih in tarčnih 
celic (E:T) 
Za ugotavljanje najprimernejšega razmerja E:T smo upoštevali podatke iz literature, poleg 
tega pa tudi sami preskusili različne kombinacije E:T (80:1, 40:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2,5:1 in 
1,25:1), pri čemer smo kot efektorske celice ponovno uporabili PBMC krvodajalca z 
oznako BCII (Slika 7). Glede na to, da mora biti za kvantifikacijo izmerjena vrednost 
vzorca desetkrat večja od standardnega odklona ozadja, smo se skladno z našimi izsledki in 
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podatki iz literature odločili, da bomo vse naše nadaljnje poskuse izvedli pri razmerju E:T 
= 20:1 (20, 43). Kljub temu smo na začetku nekaj meritev citotoksičnosti celic NK izvedli 
pri razmerjih 40:1, 20:1 in 10:1 in potrdili, da so imele vrednosti izmerjene pri večjih 
razmerjih manjše relativne napake kot tiste določene pri nižjih razmerjih. Za razmerja, 
večja od 20:1 pa se nismo odločili, ker smo imeli za testiranje na voljo omejene količine 
vzorcev PBMC. 
5.4.3 Oblika vdolbinic mikrotitrske plošče 
V literaturi priporočajo, da naj se za izvedbo testov celično posredovane citotoksičnosti 
uporabljajo mikrotitrske plošče z vdolbinicami v obliki črk U ali V (20). Da bi ugotovili 
katera od omenjenih oblik je najprimernejša, smo kot efektorske celice ponovno uporabili 
PBMC krvodajalca z oznako BCII in test LDH vzporedno izvedli na obeh vrstah 
mikrotitrskih plošč, v razmerjih E:T = 40:1 in E:T = 20:1. Pri razmerju 40:1 je bil 
izračunani odstotek citotoksičnosti celic NK statistično značilno višji v primeru uporabe 
vdolbinic v obliki črke V, pri razmerju 20:1 pa prav tako višji, vendar ne statistično 
značilno (prevelika vrednost standardnega odklona) (Slika 8). Rezultat je bil pričakovan, 
saj so po centrifugiranju v vdolbinicah v obliki črke V, efektorske celice NK in tarčne 
celice K562 zelo blizu skupaj in zato lažje ter hitreje (minimalne migracijske poti) 
vzpostavljajo medsebojne interakcije v obliki imunskih sinaps. Skladno z našimi izsledki 
smo v vseh nadaljnjih poskusih uporabljali mikrotitrske plošče z vdolbinicami v obliki črke 
V.  
5.4.4 Testirani vzorci PBMC izbranih bolnikov 
Za testiranje NKA smo izbrali 6 bolnikov, ki so sodelovali v klinični študiji, in sicer kot 
predstavnike 3 skupin, v katere so preiskovance uvrstili glede na klinične kriterije, s 
katerimi so ovrednotili njihovo odzivnost na prejeto eksperimentalno protitumorsko 
celično imunsko terapijo.  
Iz skupine s slabo klinično oceno smo za funkcijsko testiranje citotoksične aktivnosti celic 
NK izbrali bolnika P11 in P15. Pri obeh smo izvedli test LDH, pri P15 pa vzporedno še 
test citotoksičnosti s pretočno citometrijo. Njune efektorske celice izkazujejo različne 
citotoksične profile. Pri bolniku P11 smo v različnih časovnih točkah tekom študije 
določili zelo raznolike vrednosti citotoksičnosti (Slika 9), medtem ko so bile te pri bolniku 
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P15 dokaj konstantne in so se v glavnem le minimalno zmanjšale (Sliki 10 in 11). Izvedbi 
testov sta se razlikovali v tem, da smo pri bolniku P11 v kombinacijah E:T = 20:1, zaradi 
manjšega števila efektorskih celic in manjšega števila zamrznjenih vzorcev PBMC, 
uporabili po 6,25 × 103 tarčnih celic na vdolbinico, pri bolniku P15 pa v enakih razmerjih 
E:T, po 104 celic K562 na vdolbinico. To bi lahko bil eden od vzrokov za večjo 
variabilnost rezultatov znotraj trojnih meritev posameznega vzorca, saj je test LDH bolj 
občutljiv v prisotnosti večjega števila efektorskih in tarčnih celic. Pri bolniku P11 seveda 
ne moremo izključiti morebitnih vplivov same imunske terapije na dobljene rezultate. Ker 
pri bolniku P15 nismo opazili statistično pomembnih razlik v odstotkih citotoksičnosti 
celic NK med eksperimentalno študijo v primerjavi z vrednostmi NKA pred njo, lahko 
sklepamo, da preskušana protitumorska celična imunska terapija nanj ni imela bistvenega 
učinka znotraj opazovanega časovnega okvira. V primeru bolnika P11 nismo potrdili 
predvidevanj, da naj bi se zaradi slabših kliničnih parametrov tekom študije zmanjšala tudi 
njegova NKA. Pri pacientu P15 pa bi lahko rekli, da se (nekako pričakovano), odstotki 
citotoksičnosti celic NK znotraj opazovanega časovnega obdobja, v primerjavi s tistim, ki 
je bil določen pred začetkom kliničnega preskušanja, niso bistveno spremenili oziroma so 
se celo malenkostno znižali.  
Bolnik P1 je bil izbran kot predstavnik skupine s srednje dobro klinično oceno po končani 
študiji. Izračunane vrednosti odstotkov citotoksičnosti v posameznih časovnih točkah so se 
tudi pri njemu precej razlikovale, kar bi lahko bila posledica efektov preskušane celične 
imunske terapije (Slika 12). Sicer pa je po imunskih terapijah, kot smo že omenili, 
potreben določen čas za pojav klinično pomembnih sprememb, poleg tega pa so odzivi na 
tovrstne terapije odvisni od vsakega posameznega bolnika oziroma stanja njegovega 
organizma. Sicer pa so nihajoče vrednosti NKA pri bolniku P1, ki so pri koncu študije in 
po njem dosegle nižje vrednosti kot pred njo, lahko tudi posledica uporabe manjšega 
števila tarčnih celic od 104 na vdolbinico (8,75 x 103, razen pri kontrolnih vzorcih, kjer je 
bilo njihovo število 6,25 x 103)  
Bolnike P6, P9 in P13 smo izbrali iz skupine preiskovancev z dobro klinično oceno po 
izteku študije. Pri bolniku P13 smo poleg testa LDH vzporedno izvedli tudi določanje 
citotoksičnost celic NK z metodo pretočne citometrije. Od vseh omenjenih treh je glede na 
rezultate nekoliko izstopal bolnik P6, saj je imel pred začetkom eksperimentalne terapije 
nizke vrednosti odstotkov citotoksičnosti, ki so se nato med študijo statistično značilno 
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povečale (Slika 13). Pri bolniku P13 smo opazili statistično neznačilno povečanje NKA po 
zadnji aplikaciji popolne vakcine, ta pa se je nato v zadnjih dveh vzorcih zmanjšala na 
vrednost, primerljivo s tisto, ki je bila določena v vzorcu PBMC odvzetim pred začetkom 
študije (Slika 15). V tej skupini smo v skladu z našimi predvidevanji pričakovali podobne 
rezultate kot pri bolniku P6. Glede na to, da je imel zelo nizke vrednosti odstotkov 
citotoksičnosti efektorskih celic NK pred začetkom kliničnega preskušanja, bi bilo možno 
tudi to, da je testirana celična imunska terapija učinkovitejša pri bolnikih z začetno nizko 
vrednostjo NKA kot pri tistih z razmeroma visokimi vrednostmi odstotkov citotoksičnosti. 
Medtem ko smo pri bolniku P13 glede na rezultate pred začetkom klinične študije opazili 
zmerno naraščanje odstotkov citotoksičnosti celic NK med njenim potekom, kar vsaj delno 
ustreza našim pričakovanjem, pa pri bolniku P9 nismo zabeležili tolikšnih sprememb, kot 
smo jih pričakovali (Slika 14).  
5.4.5 Primerjava rezultatov testa LDH z rezultati 
pretočne citometrije 
Kot smo že omenili, smo pri bolnikih P13 in P15 vzporedno s testom LDH odstotke 
citotoksičnosti celic NK, določali tudi s pretočno citometrijo (Sliki 11 in 16). Opazili smo, 
da so se le posamezni rezultati pridobljeni s pretočno citometrijo razlikovali od tistih, 
določenih s testom LDH, večina pa se jih je dobro ujemala. Na splošno smo s pretočno 
citometrijo, v primerjavi s testom LDH, določili malenkost višje odstotke citotoksičnosti v 
posameznih vzorcih PBMC pri obeh bolnikih. Pri pretočni citometriji lahko natančneje 
določimo razmerja efektorskih in tarčnih celic, saj prešteje tudi število efektorskih celic v 
vzorcu in tako se ne zanašamo le na rezultate štetja efektorskih celic za pripravo testnih 
suspenzij. Za zanesljivejšo primerjavo rezultatov obeh metod pa bi seveda morali izvesti 
bistveno več paralelnih poskusov.  
5.5 Predlagane izboljšave  
Klinična študija, iz katere smo dobili vzorce periferne krvi izbranih bolnikov za določanje 
neposredne citotoksične aktivnosti celic NK zoper tarčne celice K562, v osnovi ni bila 
načrtovana za ta namen. Zato bi lahko nadaljnja podobna klinična preskušanja 
protitumorskih imunskih celičnih terapij načrtovali ustrezneje (na primer. podaljšan čas 
spremljanja imunskih funkcijskih testov po koncu študije).  
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Funkcijske teste aktivnosti efektorskih imunskih celic v takih študijah vedno izvajamo 
post-hoc, zato vzorce izoliranih PBMC do izvedbe poskusov po njihovem zaključku, 
shranjujemo v tekočem N2. Ugotovili smo, da smo tekom odmrzovanja in odstranjevanja 
adherentnih celic na plastični rastni površini v povprečju izgubili kar polovico začetnega 
števila PBMC. Zato bi bilo seveda idealno, da bi testiranje citotoksične aktivnosti celic NK 
izvajali sproti, takoj po odvzemu vzorcev krvi, kar pa je za majhne raziskovalne skupine 
žal logistično povsem neizvedljivo.  
Za boljšo napoved aktivnosti celic NK in vivo bi lahko sestavili regresijski eksperimentalni 
model, v okviru katerega bi spremljali različne dejavnike, kot so: neposredna 
citotoksičnost celic NK, njihova sposobnost proizvajanja IFN-γ, preverjanje prisotnosti 
celičnih označevalcev na njihovih površinah in podobno Glede na to, da so citotoksični 
odzivi celic NK med posamezniki lahko zelo različni, je zelo pomembno, katere 
vključitvene in izključitvene kriterije uporabimo za klinično študijo. Pozorni moramo biti 
na vrsto raka, njegov stadij in morebitno metastaziranje. Poleg tega pa je, kot smo že 
večkrat poudarili, zelo pomembno, da pri imunskih terapijah imunsko in klinično stanje 
bolnikov spremljamo dovolj dolgo, saj se lahko učinki tovrstnega zdravljenja pokažejo šele 
kasneje, zato obstaja velika verjetnost, da nekatere med njimi ne zaznamo pravočasno.  
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6 Zaključek 
Pri šestih izbranih bolnikih z rakom prostate, ki so zaključili klinično testiranje 
eksperimentalne protitumorske terapije s hibridomskim cepivom, pripravljenim iz 
avtolognih dendritičnih in obsevanih tumorskih celic, in se različno odzvali na terapijo, 
smo testirali citotoksičnost celic NK v vzorcih periferne krvi. Vzorce so jim odvzeli pred, 
med in po koncu študije. Žal smo imeli na voljo premalo vzorcev, da bi lahko sklepali na 
neposredno povezavo med citotoksično aktivnostjo celic NK in vitro ter klinično 
ovrednoteno odzivnostjo posameznega bolnika na eksperimentalno terapijo. Ne glede na 
to, da razlike med citotoksičnimi aktivnostmi celic NK, ki smo jih določili znotraj različnih 
časovnih točk tekom študije in kontrolnimi vrednostmi, analiziranimi pred začetkom 
kliničnega preskušanja večinoma niso bile statistično značilne, pa smo kljub temu opazili 
določene trende. Ti nakazujejo, da bi morda lahko ob ciljani zasnovi klinične študije 
dokazali povezavo med aktivnostjo celic NK in nadaljnjim kliničnim potekom bolezni.  
Naše ugotovitve lahko strnemo v naslednje alineje:  
 Neposredna citotoksičnost NK celic in vitro je najverjetneje povezana z 
njihovo aktivnostjo in vivo. 
 Za preučevanje citotoksičnosti celic NK s testom LDH so primerna 
naslednja razmerja med efektorskimi in tarčnimi celicami K562: 40:1, 20:1 in 10:1, 
pri čemer je najprimernejše srednje, torej 20:1. 
 Mikrotitrske plošče, ki so najprimernejše za določanje citotoksičnosti imajo 
vdolbinice v obliki črke V, saj so meritve v njih bolj občutljive kot v vdolbinicah v 
obliki črke U. 
 Citotoksična aktivnost celic NK pri bolnikih z rakom prostate, zdravljenih z 
eksperimentalno imunsko celično terapijo, se je v večini primerov spreminjala 
tekom študije, za kar je najverjetneje odgovorna prav terapija.  
 Zaradi premajhnega števila testiranih vzorcev nismo mogli povezati 
neposredne citotoksične aktivnosti celic NK zoper celice K562 s kliničnimi 
ocenami odzivnosti obravnavanih bolnikov na preskušano imunsko terapijo, pa smo 
opazili trende, ki kažejo v to smer. 
 Aktivnost celic NK pri imunskih terapijah je potrebno spremljati še vsaj 
nekaj mesecev po končani terapiji. 
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 Za merjenje citotoksičnosti lahko uporabimo tudi metodo s pretočno citometrijo, ki 
je bolj občutljiva in ni odvisna od časa inkubacije z barvilom.  
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